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Diese Arbeit ist für Frau I.W., die in der Nacht vom 16.06.2010 an ihrem metastasierten 
malignen Melanom verstorben ist und für alle meine vergangenen und zukünftigen 
Patienten, die unter dieser Erkrankung gelitten haben und leiden werden. 
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I. EINLEITUNG 
If you are a mouse with cancer, we can take good care of you.  
(J. Folkman) 
 
 
1.1. Behandlungsstrategien für die Metastasierung des malignen Melanoms 
Die Haupttodesursache des malignen Melanoms stellt nicht der Primärtumor selbst, 
sondern die Lungen-, Leber-, Hirn- und Knochenmetastasen dar. Diese liegen bei ca. 10% 
der Patienten bereits bei Diagnosestellung vor, treten aber noch in 90% der Fälle in den 
ersten fünf Jahren nach chirurgischer Entfernung des Primärtumors auf. Auch 
Spätmetastasen sind nicht ungewöhnlich.  
Bei Stadium IV der Erkrankung (Vorliegen von Fernmetastasen) ist die Prognose der 
Patienten sehr schlecht. Heilungen sind selten zu erreichen und die Behandlung hat 
hauptsächlich das Ziel, die Überlebenszeit der Patienten zu verlängern und die 
Tumormasse zu reduzieren. Die 10-Jahre-Überlebensrate, die im Stadium I noch sehr gut 
ist (95-86%), sinkt in den metastasierten Stadien auf 59-43% (Mikrometastasen) bzw. 15-
10% (Fernmetastasen) (Daten der American Cancer Society 09/2010). Die mittlere 
Überlebenszeit beträgt in diesen zwei Stadien unbehandelt circa vier bis sechs Monate, 
unter Behandlung durchschnittlich sechs bis neun Monate. Dies zeigt, dass die aktuelle 
Standardtherapie des Stadiums IV noch nicht zufriedenstellend ist und dass die 
Bekämpfung und die Vorbeugung des Metastasierungsprozesses das Hauptproblem 
darstellen.  
Nur ungefähr ein Viertel der Patienten im Stadium IV kommen für die chirurgische 
Resektion der Metastasen in Frage (1). Generell ist die Prognose dieser Patienten etwas 
besser, wenn das Intervall zwischen Erstdiagnose und dem Auftreten der Metastasen lang, 
die Zahl der Metastasen begrenzt und eine komplette Resektion möglich ist. Chirurgisch ist 
ein Langzeitüberleben oder sogar die Heilung nur in Einzelfällen zu erreichen. Ähnlich 
stellt sich die Situation von Patienten mit Hirnmetastasen dar. Ohne Behandlung sterben sie 
ca. ein bis drei Monate nach Diagnosestellung. Die chirurgische Resektion verlängert ihre 
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Überlebenszeit auf vier Monate, eine zusätzliche postoperative Bestrahlung um ein weiteres 
halbes Jahr (2;3).  
Inoperable metastasierte Tumoren werden mit einer systemischen Chemotherapie 
behandelt. Heilungen sind dadurch allerdings selten zu erreichen, daher liegen die Ziele 
dieser Vorgehensweise hauptsächlich in einer Verlängerung der Überlebenszeit und 
Reduktion der Tumormasse. Mit einer Monochemotherapie sind in 5% bis 28% der Fälle 
auch komplette Remissionen zu erzielen, die jedoch nur selten länger als wenige Monate 
andauern. Eine Polychemotherapie führt zu höheren Ansprechraten (zwischen 22% und 
45% (4;5)), aber bei gleichzeitig erhöhter Toxizität zu keinem deutlichen Vorteil in den 
Überlebensraten.  
Aus diesem Grunde bemühen sich weltweit Forscher um alternative Therapiestrategien wie 
die Immuntherapie. 
1.2. Immuntherapie 
Die Immuntherapie beruht auf der grundsätzlichen Überzeugung, dass Tumore durch die 
Immunabwehr eliminiert werden können und verfolgt daher das Ziel, eine Immunantwort 
gegen die neoplastisch veränderten Zellen zu erzielen. Man unterscheidet hierbei zwischen 
dem aktiven und passiven Ansatz. Die aktive Immuntherapie nutzt für die Erzielung einer 
Immunantwort unspezifische und spezifische Immunstimulantien. Als unspezifische 
Immunstimulantien werden bakterielle Bestandteile wie Bacillus Calmette-Guerin oder 
Corynebacterium parvum verwendet aber auch Immunmediatoren wie IL-2, TNF-α, IFN-α 
und -γ. Bestrahlte autologe oder allogene Tumorzellen werden ebenfalls verabreicht um 
eine Immunantwort zu erzielen. Bei der passiven Immuntherapie hingegen werden 
Antikörper oder verschiedene Abwehrzellen eingesetzt, die aus dem Kranken (autologe I.) 
bzw. aus einem Spender (allogene I.) isoliert, expandiert und reinokuliert werden. Bisherige 
Versuche nutzten hierfür beispielsweise monoklonale Antikörper, Lymphokin-aktivierte 
Killerzellen (LAK) oder Tumor-infiltrierende Zellen (TIL). 
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Erste Hinweise auf die Möglichkeit des Immunsystems zur Eliminierung von Tumorzellen 
fielen dem amerikanischen Chirurg W. Coley Ende des 19. Jahrhunderts auf. Er bemerkte, 
dass diejenigen Patienten, die sich nach einer operativen Tumorentfernung mit einem 
Erysipel infizierten hatten, eine höhere Überlebensrate aufwiesen als andere. Coley erklärte 
sich diese Beobachtungen dadurch, dass eine unspezifische Aktivierung des Immunsystems 
zu einer Regression der Neoplasie führte. Ihm gelangen angeblich sogar komplette 
Heilungen durch Inokulation lebendiger Erreger. 
Mit der Einführung von Chemo- und Radiotherapie und den ersten Erfolgen in der 
Krebsbehandlung traten Coleys Erkenntnisse allerdings in den Hintergrund. Erst ca. 100 
Jahre später wurden seine Ideen wieder aufgenommen. So gelang 1986 S. Rosenberg die 
Isolierung von TIL im Mausmodell. TIL sind Lymphozyten, die den Tumor infiltrieren und 
deswegen über eine höhere Spezifizität verfügen. Er expandierte diese Zellen mit IL-2 und 
injizierte mit diesem Vakzin tumorkranken Mäuse. Das Ergebnis war eine signifikante 
Tumorregression in den behandelten Tieren (6). Versuche, diesen Effekt auf den Menschen 
zu übertragen, erwiesen sich jedoch als enttäuschend. So führten die weiteren Studien trotz 
der Anwendung vieler verschiedener Protokolle und Behandlungskonzepte bislang noch 
nicht zu zufriedenstellenden Ergebnissen.  
Zur aktuellen Standardtherapie des malignen Melanoms gehört der Einsatz von Interferon 
α. Seine Anwendung in der adjuvanten Therapie von Tumoren begann in den 80er Jahren 
in den USA. In Deutschland sind IFNα-2a (Roferon) und IFNα-2b (IntronA) zugelassen. 
Diese zwei Substanzen unterscheiden sich in ihrer molekularen Struktur nur in zwei 
Aminosäuren und sind in ihrer Wirkung auch weitgehend äquivalent. Die besten Ergebnisse 
sind allerdings nicht in der Behandlung von Melanomen, sondern im Bereich der 
Leukämien erzielt worden. Die therapeutische Wirkung des Interferons besteht in einer 
Aktivierung des Immunsystems und in einer Proliferationshemmung entarteter Zellen. 
Seine Anwendung geht mit Grippe-ähnlichen, hämatologischen, hepatischen und 
psychiatrischen Nebenwirkungen einher und ist außerdem in der Wirksamkeit sehr 
umstritten. Die Ansprechrate einer Monotherapie liegt mit 13% auf dem Niveau der 
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Wirksamkeit einer Monochemotherapie mit einem Anteil von kompletten Remissionen in 
Höhe von 5% (7). Allerdings konnte bis jetzt keine der zahlreichen klinischen Studien einen 
signifikanten Unterschied im Gesamtüberleben der Behandelten zeigen. 
Zur Klasse der Immunmodulatoren gehört auch Interleukin 2. Es handelt sich um ein 
Zytokin, das in vivo und in vitro zur Expansion und Steigerung der Zytotoxizität von 
Lymphozyten und NK-Zellen führt. Nach vielversprechenden Tierversuchen kam es 1984 in 
klinischen Studien an Menschen zur Anwendung. Die Behandlung von Melanomen mit 
Interleukin 2 als Monotherapie erwies sich aber bald als enttäuschend (8% komplette, 9% 
partielle Remissionen (8)). Mit höheren intravenösen Dosierungen konnte man eine 
Ansprechrate von bis zu 25% erreichen. Es traten jedoch einige unangenehme 
Nebenwirkungen auf wie Fieber, Schüttelfrost, Abgeschlagenheit, Erytheme, Tachykardie 
und Ödembildung infolge der Schädigung der Gefäßwände. Die Ansprechrate ist somit 
vergleichbar mit der der Chemotherapie, wobei im Gegensatz dazu ein Teil der 
Remissionen dauerhaft ist (9). In manchen Ländern - u.a. in den USA - ist die Therapie mit 
IL-2 zugelassen, in Deutschland jedoch wird die Anwendung des IL-2 Präparates Proleukin 
auf das Nierenzellkarzinom beschränkt.  
Eine Kombination der zwei obengenannten Immunmodulatoren beruht auf der Idee eines 
daraus entstehenden synergistischen Effektes. Tatsächlich aber führte sie nur zu 
Remissionsraten zwischen 15% und 44% (10;11).  
Erfolgreicher ist der Einsatz von kombinierten Therapieschemata mit Chemotherapeutika 
und Immunstimulation wie Cisplatin-Vinblastin-Dacarbazin mit Interferon α und Interleukin 
2 (Biochemotherapie). Sie erreichen Ansprechraten bis zu 66% und eine langfristige 
Remission von ca. 9%. Allerdings zeigten die Studien keinen signifikanten Unterschied im 
Gesamtüberleben gegenüber einer alleinigen Chemotherapie (12-17). Patienten, die einer 
Biochemotherapie unterzogen wurden, zeigten bereits Rezidive innerhalb der ersten 6 
Monate. O´Day et al. erreichten mit einer Biochemotherapie mit Cisplatin, Dacarbazin, 
Vinblastin, IL-2 und GM-CSF eine Gesamtansprechsrate von 26% (18). Die Kombination 
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von IL-2 mit LAK oder TIL‘s im Rahmen der adoptiven Immuntherapie zeigte keinen Vorteil 
gegenüber der alleinigen Hochdosis-IL-2-Therapie (19).  
Neben den Immunmodulatoren werden auch Antigene und Abwehrzellen in Form von 
Vakzinen verabreicht. Eine mögliche Strategie ist die Vakzinierung mit Tumorpeptiden. 
Diese Vakzine werden relativ gut vertragen und erzielen eine Ansprechrate von ca. 50% 
(20;21). Allerdings stellt die genetische Instabilität der Tumore einen limitierenden Faktor 
bei der Antigenauswahl dar. Eine ähnliche Wirkung erreicht man mit der Anwendung von 
dendritischen Zellen, die Antigenpeptide präsentieren (22;23). In klinischer Entwicklung 
befindet sich zur Zeit der monoklonale IgG-1-Antikörper Ipilimumab, welcher den auf T-
Zellen exprimierten CTLA-4-Rezeptor inhibiert und dadurch eine gesteigerte T-Zell-Antwort 
einleitet (24).  
Unter „adoptiver Immuntherapie“ (adoptive cell therapy oder ACT) versteht man die  
Isolierung und in vitro Expandierung und Aktivierung von autologen oder allogenen T-
Zellen, die dann den Patienten zurücktransfundiert werden (25). Mögliche Anwendungen 
basieren auf den lymphokin-aktivierten-Killerzellen (LAK) (26) oder auf den tumor-
infiltrierenden Lymphozyten (TIL) (27). 
Tabelle 1 fasst die Ergebnisse einiger der Therapieansätze zusammen, die in den letzten 
Jahren in der Behandlung der metastasierten Melanome im Rahmen von klinischen Studien 
getestet wurden. Häufig wurden unterschiedliche Ansätze kombiniert um die Ansprechrate 
zu verbessern. 
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Protokoll objektive Ansprechrate 
Chemotherapie 
• Dacarbazin 
• Cisplatin, Carmustin, Dacarbazin und Tamoxifen 
 
20% (28)  
55% (29)  
Interferon α 
9-18 MU/m2 KO s.c. 3x/Woche, kontinuierliche Gabe 
 
13-25% (30;31) 
Interferon α + Temozolomide 
TMZ 200mg/m2 KO/d von Tag 1 bis 5 jeden Monat + IFN-α 5 MU/m2 
KO an Tag 1, 3, und 5 jede Woche  
 
24% (32)  
CVT+ IL-2 + IFN-α 
CVT (Cisplatin 20mg/m2KO/d für 4 Tage + Vinblastin 1,6mg/m2 KO/d 
für 4 Tage + Temozolomid 250mg/m2 KO/d für 5 Tage)  + 180 IU/m2 KO 
IL-2 für 4 Tage + IFN-α 4 IU/m2 KO s.c. für 5 Tage in Intervallen von 28 
Tagen, max. 9 Zyklen. 
 
43% (33)  
20% (34)   
HDB-IL-2 Regimen  
IL-2 600.000-720.000 U/KgKG als Bolus alle 8 St. von Tag 1 bis 5  
(Zyklus 1) und von Tag 15 bis Tag 19 (Zyklus 2), max. 14 
Dosen/Zyklus. 
 
16%-21% (35-37)  
 
HDB-IL-2 Regimen + LAK-Zellen 
Nach einem IL-2-Zyklus (s.o.) fand die Leukapherese statt. Die Zellen 
wurden dann für 3 bis 4 Tage mit IL-2 in vitro stimuliert und während 
des zweiten IL-2-Zyklus den Patienten reinfundiert. 
 
22% (38;39) 
 
lymphodepletierende Chemotherapie* + HDB-IL-2 Regimen + TIL-
Zellen  
*60mg/KgKG Cyclophosphamid für 2 Tage, 25mg/m2 Fludarabine für 5 
Tage)  
52% (40;41) 
 
lymphodepletierende Chemotherapie* + Ganzkörperbestrahlung mit 
1200 cGy +  HDB-IL-2 Regimen + TIL-Zellen 
72% (42-44) 
 
Tabelle 1: Ansprechrate verschiedener Immuntherapieprotokollen in den letzten Jahren.  
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Trotz zum Teil relativ guter Ergebnisse in einzelnen Studien, meistens mit kombinierten 
Ansätzen, wie in Tabelle 1 dargestellt, beträgt die Gesamtansprechrate nur ca. 2,6%, wenn 
man alle Ergebnisse der Immuntherapie bei der Behandlung von Patienten mit Stadium IV 
Melanom in den letzten zehn Jahren betrachtet (45). Dabei lässt sich eine große Diskrepanz 
zwischen Tier und Patientenstudien feststellen: die LAK-Therapie, die in der Maus 
vielversprechende Ergebnisse erreichte, führte in klinischen Studien nur in 20% bis 30% 
der behandelten Patienten zu einer objektiven Regression des Tumors (46;47). Auch die 
TIL-Therapie, die in Tierversuchen noch eine 50 bis 100fach höhere Wirksamkeit als die 
LAK-Therapie aufwies, führte zu ähnlichen Ergebnissen (48-52). „The history of cancer 
research has been a history of curing cancer in the mouse… We have cured cancer of mice 
for decades and it simply didn´t work in humans” sagte Dr. R. Klausner, damaliger Direktor 
der National Cancer Institut of LA der Zeitung Times. 
Die Gründe dieser Diskrepanz sind bis heute noch ungeklärt. Vier Voraussetzungen müssen 
für einen erfolgreichen antitumoralen Effekt von zytotoxischen T-Lymphozyten auf 
Tumorzellen gegeben sein: 
a) sie müssen in ausreichender Zahl vorhanden sein, 
b) sie müssen den metastatischen Situs erreichen, 
c) sie müssen den Kreislauf verlassen können und ins Gewebe extravasieren und 
d) sie müssen die Tumorzelle zerstören können. 
Eine mögliche Ursache der Misserfolge der Immuntherapie beim Menschen ist die Größe 
der Tumormasse. Bei Behandlungsbeginn sind Tumore beim Menschen in der Regel bereits 
sehr viel größer als in den meisten Metastasierungsmodellen der Maus. Die Zahl der 
transferierten immunkompetenten Zellen kann man jedoch nicht beliebig erhöhen, weil das 
Risiko für Nebenwirkungen wie thromboembolische Ereignisse stark ansteigt. Ein weiteres 
Problem scheint die mangelnde Zugänglichkeit der Tumoren für die T-Zellen zu sein: 
manche Tumore wachsen, obwohl mehr als 30% der zirkulierenden T-Zellen eine 
spezifische Antitumoraktivität aufweisen (53), so dass man davon ausgehen muss, dass die 
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T-Zellen die Tumorzellen nicht erreichten können. Bai et al. (54) zeigten, dass das 
„microenvironment“ des Tumors teilweise in der Lage ist, die Aktivität von T-Zellen zu 
supprimieren, die ansonsten effektiv sind. Diese Immunosuppression konnte auf Zytokine 
wie IL-10 (55) oder TGF-β (56) zurückgeführt werden. Diese können die Freisetzung von 
Substanzen, wie Perforin, Granzyme A und B und Interferon γ inhibieren, die für die 
zytotoxische Wirkung der T-Zellen essentiell sind. Zur Unterstützung der Immuntherapie 
könnte man deshalb versuchen, auf das Proliferations- und Metastasierungsverhalten der 
Tumorzellen negativ einzuwirken und die physische und chemische Zugänglichkeit der 
Tumorzellen für die T-Zellen zu erleichtern. Dazu sollte die Kenntnis der 
Initialmechanismen der Tumoransiedlung hilfreich sein. 
Die Tumorzellen benötigen für ihr lokales Überleben eine ganze Reihe von 
Voraussetzungen: Adhäsionsmoleküle, um sich festzusetzen sowie Schutz vor der 
mechanischen Dislokation durch die Scherkräfte des fließenden Blutes. Daneben benötigen 
sie Faktoren, um das Gefäßsystem zu verlassen und zu proliferieren. Dies alles fehlt 
einzelnen Zellen. Erst im Verbund und zusammen mit anderen Blutzellen, wie zum Beispiel 
den Plättchen oder den zirkulierenden HPC/EPC sind sie besser fürs Überleben gerüstet.  
1.3. Rolle der Thrombozyten in der hämatogenen Metastasierung 
Im 19. Jahrhundert beobachtete Trousseau, dass die Neoplasien oft mit Thrombose und 
Hyperkoagulation einhergehen. Deswegen trägt die Kombination von Krebs und 
Thrombose heute seinen Namen (Trousseau syndrom). Bei fast 20% der Patienten mit 
einem venösen thromboembolischen Ereignis wird eine Neoplasie neu diagnostiziert (57) 
und ungefähr ebenso viele Krebspatienten weisen einen hyperkoagulatorischen Status auf, 
was erhebliche Probleme in ihrer Behandlung verursacht (58). 
Die Tumore verfügen über die Fähigkeit, die Thrombozytenaggregation in vitro (59) und in 
vivo zu aktivieren, was als entscheidender Faktor in der Unterstützung des 
Metastasierungsprozesses interpretiert wird. 1968 zeigten zum Beispiel Gasic et al. (60), 
dass plättchendepletierte Mäuse eine niedrigere Metastasenzahl aufweisen. Insbesondere 
eine Beeinträchtigung ihres Aggregationsvermögens scheint die Wirksamkeit entscheidend 
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zu erhöhen (61). Diese Tumor-Plättchen-Wechselwirkungen sind außerdem von der Gerin-
nung abhängig: so weisen auch Mäuse die über kein Fibrinogen verfügen, weniger 
Metastasen auf (62;63). In anderen Versuchen führte die Blockierung von Thrombin zu 
ähnlichen Ergebnissen (64). Jae Hong Im et al. beobachteten, dass sich Gerinnsel aus 
Tumorzellen, Plättchen und Fibrinogen schon fünf Minuten nach der Tumorgabe bilden 
(65). Diese Gerinnsel schützen die neoplastischen Zellen vor mechanischem Stress und vor 
der Immunabwehraktivität (66). Suzuki et al. postulierten, dass auch das Anheften an die 
Endothelien durch die Plättchen begünstigt wird (67). Laut Studien von Honn et al. führt die 
Sekretion von 12(S)-HETE (ein Lipooxygenasenmetabolit aus der Arachidonsäure) durch 
die Plättchen zu einer Endothelretraktion, die die Extravasation begünstigt (68). Außerdem 
setzen Plättchen angiogenetische Faktoren frei, die das Tumorwachstum unterstützen (69). 
Die Inhibition der Plättchenaktivität scheint sich daher über mehrere Mechanismen 
vorteilhaft auszuwirken. 
Die Kombination einer Antikoagulation mit einer Chemotherapie wurde von Hejna et al. bei 
Patienten mit kleinzelligem Lungenkarzinom untersucht (70). Die Patienten, die zusätzlich 
zu der Chemotherapie Warfarin erhielten, zeigten sowohl eine höhere Ansprechrate als 
auch eine signifikante Überlebensverlängerung gegenüber denjenigen, die rein mit 
Chemotherapie behandelt wurden. Allerdings brachte ein ähnliches Therapiemodell von 
Prostata, kolorektalem und nicht-kleinzelleigem Karzinom keinen deutlichen Vorteil für den 
antikoagulierten Therapiearm (71).  
Über die Anwendung von Plättchenaggregationshemmern in Kombination mit einem 
Immuntherapiemodell gibt es bislang nach unseren Kenntnissen keine Daten. 
Es gibt aus der Literatur Hinweise darauf, dass sowohl die Gerinnung als auch die Plättchen 
zur Steigerung der Metastasenbildung beitragen können. Es bleibt als offene Frage, ob die 
Inhibition dieses Mechanismus zu einer Verbesserung der Ergebnisse der Immuntherapie 
beitragen kann. Aus diesem Grund sollte die Rolle der Plättchenadhäsion in einem 
definierten Metastasierungsmodell untersucht und mit einer etablierten Immuntherapie 
kombiniert werden.  
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1.4. Zielsetzung der Arbeit 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, den Prozess der hämatogenen Metastasierung besser 
zu verstehen, um der Entwicklung von Melanommetastasen in der Lunge vorzubeugen bzw. 
zu behandeln. Die Grundlage der Untersuchungen stellte das hämatogene Metastasierungs-
modell des B16 Melanoms in C57 Mäusen dar. Bei diesem bilden sich innerhalb von zehn 
Tagen nach intravenöser Injektion zahlreiche makroskopisch sichtbare Metastasen in der 
Lunge.  
Im Einzelnen sollte untersucht werden: 
1. Welche Faktoren bestimmen die Ansiedlung der Tumorzellen in der Lunge? 
2. Welche Rolle spielen dabei Adhäsionsmoleküle? 
3. Tragen die  Gerinnung und die Plättchenaggregation zur Bildung von Metastasen bei? 
4. Welche Auswirkung hat die Hemmung der Plättchenadhäsion auf die Metastasierung? 
5. Führt die Kombination von Hemmung der Plättchenadhäsion mit einer Immuntherapie 
(adoptiver CTL-Transfer) zu einer Verbesserung der Therapie? 
6. Wie wirkt die Blockade der Plättchenadhäsion auf die Immunabwehr? 
Mit der Beantwortung dieser Fragen sollte ein Beitrag zum besseren Verständnis des 
Prozesses der hämatogenen Metastasierung und zur Verbesserung der Ergebnisse der 
Immuntherapie in der Maus angestrebt werden.  
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II.  MATERIAL UND METHODEN 
 
 
Die im Folgenden dargestellten tierexperimentellen Untersuchungen wurden mit Geneh-
migung der Regierung Oberbayern (AZ.209.1/211-2531-96/04) im Zeitraum von 2004 bis 
2006 am Walther Brendel Institut der Ludwig-Maximilians-Universität im Rahmen des 
„Promotionsstudiums Molekulare Medizin“  der LMU durchgeführt. 
2.1. Tiere 
Als Versuchstiere dienten weibliche C57BL6 Mäuse aus dem Inzuchtstamm der Fa. Charles 
River (Sulzfeld). Es wurden jeweils bis zu sechs Tiere in einem Käfig mit freiem Zugang zu 
Wasser und Standardtrockenfutter bei einer Umgebungstemperatur von 24°C und einer 
Luftfeuchtigkeit von 50% im Tierstall des Instituts für chirurgische Forschung gehalten. Die 
Beleuchtung erfolgte durch künstliches Licht in einem zwölf-stündlich wechselnden Hell-
Dunkel-Rhythmus.  
Das Durchschnittsalter der für diese Versuche angewendeten Tiere betrug acht bis zwölf 
Wochen, das Gewicht 18-24g. 
Als Spendertiere für die Isolierung von Plasma, Thrombozyten und Lymphozyten dienten 
ebenfalls weibliche C57BL6 Mäuse (Charles River, Sulzfeld) mit einem Alter zwischen acht 
und zwölf Wochen und einem Gewicht von 18-24g. 
2.2. Zellen  
2.2.1. Tumorzelllinie  
B16-D5 (D5) ist ein schwach immunogener Subklon der spontanen B16BL6 Melanom 
Zelllinie der Maus (72). Diese wurden zur Induktion von Metastasen verwendet. 
D5-G6 ist ein stabiler Klon von D5, der mit einem murinen GM-CSF retroviralen Vektor 
transduziert wurde. D5-G6 sezernieren ca. 200ng GM-CSF/ml/106 Zellen/24h. Diese Zellen 
dienten zur Induktion einer stabilen T-Zell-Antwort. 
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Beide Zelllinien wurden von Dr. B. A. Fox (Earle Chiles Res. Institut Portland, Oregon) zur 
Verfügung gestellt. 
2.2.2. Kulturbedingungen 
Die Tumorzellen wurden in RPMI 1640 mit 0.1 mM nicht essentiellen Aminosäuren, 1 mM 
Natrium-pyruvat, 2 mM L-Glutamin, 50 mM 2-Mercaptoethanol und 10% FBS in T-75 oder 
T-150 Flaschen kultiviert. Die Anzucht erfolgte im Brutschrank (CO2-Auto-Zero Typ B 5061 
EK-02; Heraeus, Hanau) bei 37°C, 90% relativer Luftfeuchtigkeit und mit 5% CO2 ange-
reicherter Luft. Nach ein paar Tagen konnten die Zellen in der Regel gesammelt werden. 
Hierfür wurden zum Ablösen der Zellen zunächst 4ml Trypsin-EDTA auf die Zellen gegeben 
und nach einer fünfminütigen Inkubationszeit 10ml RPMI-Medium hinzugefügt. Die Zellen 
wurden dann anschließend mit 450g zentrifugiert, der Überstand abgegossen und das 
Zellpellet mit RPMI oder PBS resuspendiert. Dieser Waschvorgang wurde insgesamt drei-
mal durchgeführt. Die so gewonnenen Tumorzellen konnten nun eingefroren, weiter-
gezüchtet oder für die Versuche verwendet werden. 
2.3. Genexpressionsanalyse 
2.3.1. RNA-Isolierung  
Für die RNA-Isolierung wurde der Nucleospin RNA II Kit der Fa. Macherey-Nagel, 52355 
Düren verwendet. Die Isolierung erfolgte nach den Angaben des Herstellers. 
Dabei wurde ein Teil der Lungengewebsproben (20-30mg) mit 600µl Lysepuffer (RA1 mit 
1% β-Mercaptoethanol) versetzt und eine Minute lang homogenisiert (Homogenisator 
OMNI 2000). Das Homogenisat wurde dann in Anwesenheit chaotroper Salze auf eine 
Säule, die eine Siliziumdioxidmembran enthält, aufgetragen und mittels Zentrifugation 
gewaschen. Die gebundene totale RNA wurde dann mit RNase freiem dH2O eluiert. Die so 
gewonnene RNA-Lösung wurde bei -80°C gelagert. 
Zur Bestimmung der Nukleinsäurekonzentration wurde die Absorption der RNA-Lösung in 
einem Photometer bei einer Wellenlänge von λ=260nm bestimmt. 1 AU entsprach dabei 
einer Konzentration von 40µg/ml RNA. Eine Beurteilung der Reinheit der gelösten RNA war 
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mit Hilfe der Bestimmung des Absorptions-Quotienten A260/A280 möglich. Hier galten 
Werte von 1,9-2,1 als Nachweis reiner RNA. Die Qualität der RNA wurde durch Agarose-
Gelelektrophorese anhand der UV-Detektion gesichert. Dabei wurden 10µl RNA-Lösung mit 
2µl Ladepuffer gemischt und in einem 1%igen Agarosegel getrennt. Die Auftrennung 
erfolgte bei einer Stromstärke von 90mA. 
Es schloss sich die cDNA-Synthese und die PCR an, die nach den Standardprotokollen 
durchgeführt wurde.  
2.3.2. cDNA-Synthese 
Bestandteile eines Ansatzes für die cDNA-Synthese (30µl) waren: 1µl Oligo p(dT)15-Primer 
45µM, 6µl 5x First-Strand-Puffer, 1µl M-MLV Reverse Transkriptase 200U/µl, 1,5µl dNTP-
Mix je 10mM, 1µl RNAse-Inhibitor 30U/µl sowie 2µg totaler RNA in 19,5µl H2O. Diese 
Lösung wurde für 3min auf 75°C erwärmt  und dann auf Eis abgekühlt. 
Danach wurde das Gemisch 1h bei 37°C inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen, wurde es 
10 min bei 95°C inkubiert. Die so synthetisierte cDNA wurde dann bei -80°C gelagert. 
2.3.3. PCR 
Die PCR wurde nach den Standardprotokollen durchgeführt.  
Bestandteile eines Ansatzes für die Polymerasen-Ketten-reaktion (50µl) waren: 5µl 10x NH4 
Puffer, 1,5µl 50mM MgCl2 Puffer, 0,2µl PANscript Polymerase 5U/µl, 0,5µl dNTP-Mix je 
10mM, je 1µl Vorwärts- und Rückwärtsprimer 20µM, 37,8µl dH2O und 3µl cDNA-Lösung. 
Nach einer initialen Denaturierung der Probe bei 94°C für 60 Sekunden, wurden 20 bis 45 
Zyklen mit 45s Denaturierung bei 94°C, 45s bei der Annealing mit primerspezifischer 
Temperatur (bei Fragmenten >1 kbp: 1 min/1 kbp) und 60s Extension bei 72°C durch-
geführt. Die Reaktion erfolgte auf dem Robocycler der Fa. Stratagene. 
Verwendet wurden folgende Primer: 
Pmel/Si (GeneID 20431) 5-ctggagtcgggctcagtcac/5-cagaaggccttgtgggtgtg 
TF/F3 (GeneID 14066) 5-gtgacctgggcctatgaagc, 5-cgcagggtgaggaatgtacc 
CD4 (GeneID 12504) 5-gattctggggcagcatggca, 5-ctgtcaagggggttagagacc 
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CD8 (Gene ID 12525) 5-gatgctcttggctcttccag, 5-cagcactggcttggtagtag 
NKG2D (Gene ID 27007) 5-gacctcaagccagcaaagtg, 5-aggaagcttggctctggttc 
Perforin (Gene ID 18646) 5-ctgaatgggctcacagctga, 5-ctctgtcgtgggcagcagtc 
Granzym (Gene ID 14938) A 5-ggtgttgactgctgcccact, 5-ggtcccctgcacaaatcatg 
2.3.4. cDNA-Arrays 
Die Genexpression wurde mit bead-basierten cDNA-Arrays nach dem Protokoll der 
Herstellerfirma (Illumina, San Diego, USA) untersucht.   
Dafür wird zunächst mRNA aus dem Gewebe isoliert und zu einer biotinmarkierten cDNA 
transkribiert. Auf den Beads findet die spezifische Hybridisierung der Sonden mit den 
komplementären Zielsequenzen statt. Ungebundene Nukleinsäuren werden dann durch 
stringentes Waschen entfernt. Die Fluoreszenzfarbstoffe werden mithilfe eines Lasers zur 
Emission angeregt und die erzeugten Signale werden durch einen hochauflösenden 
Scanner gemessen. Somit wird ein Bild generiert, welches die Signalintensitäten aller 
Sonden beinhaltet und mit einer speziellen von der Herstellerfirma entwickelten Software 
ausgewertet wird. Nach der Hintergrund-Subtraktion wird eine globale Normalisierung 
durchgeführt. Die Daten werden in relative light units (RLU) angegeben und gelten als 
positiv (P) in der Regel wenn sie >150 RLU sind. 
Zur Bestätigung der Ergebnisse wurden die Tumorzellen auch in FACS mit 
fluoreszierenden Antikörpern gegen CD51, CD44, CD62P und CD62L der Fa. Becton-
Dickinson, Heilderberg inkubiert. Als Kontrolle wurden FITC markierte Maus-IgG derselben 
Firma benutzt. 
2.4.  Die prokoagulatorische Aktivität  
Zum Nachweis der PCA wurde der Umsatz eines Modellsubstrates, Val-Pro-Arg-Amino-4-
Methyl-Coumarin (Bachem, Weil, Deutschland) gemessen. Diese Substanz wird durch die 
Protease Thrombin an der spezifischen Erkennungssequenz Gly-Pro-Arg↓ gespalten, 
wodurch die fluoreszierende Endgruppe 7-Amino-4-Methyl-Coumarin (AMC) freigesetzt 
wird. Während das ungespaltene Substrat keine Fluoreszenz-Emission bei 460nm zeigt, 
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wird das freigesetzte AMC unter diesen Bedingungen zu einer starken Fluoreszenzemission 
angeregt. Das zeitabhängig anwachsende Fluoreszenzsignal ist somit direkt mit der 
proteolytischen Aktivität des Thrombins korreliert.  
Getestet wurden adhärente, frei suspendierte, vitale und apoptotische Tumorzellen (1x105 
pro Well). Apoptose wurde durch Inkubation mit Staurosporin (1µM für 24h) erreicht (73). 
(Fa. Merck/Calbiochem # 569397) 
Als Thrombinquelle diente Citratplasma, von welchem 50µl pro Well zu den Zellen gegeben 
wurden.  
Die Messung der Fluoreszenz erfolgte in einem FLUOStar Optima Fluorimeter (BMG 
Labtech, Offenburg, Germany). Dieses pipettiert das AMC-Substrat (10µM) sowie CaCl2 
(2mM) zur Rekalzifizierung der Probe und misst dann alle zwei Minuten die Fluoreszenz bei 
460nm. Die Mittelwerte in RLU aus jeweils drei Versuchen wurden dann in Kurven 
dargestellt. 
2.5. Bindung von Tumorzellen und Plättchen  
2.5.1. Blutentnahme am Spendertier  
Für die Isolierung von Thrombozyten wurden Vollblutproben durch offene Herzpunktion 
bei äther-narkotisierten Mäusen mit einer Einmalkanüle (20 Gauge) in einer Heparin-
versetzten 2ml Spritze gewonnen. In der Spritze waren jeweils 200µl Alsever Puffer Lösung 
(41,0g Glukose-Monohydrat, 16g tri-Natriumcitrat-Dihydrat, 1,1g Zitronensäure-
Monohydrat, 8,4g Natriumchlorid, pH 6,2; Apotheke Klinikum Innenstadt der Universität 
München) und 15µl Prostaglandin E2 (1mg/ml; Sigma) aufgezogen. Letzteres verhindert die 
in vitro Aktivierung der Thrombozyten, ohne jedoch eine irreversible Hemmung zu 
bewirken. 
2.5.2. Isolierung und Markierung der Thrombozyten  
Aus Vollblutproben wurde mittels langsamer Zentrifugation (100 g in der Sorvall RC5C, 
Rotor HB4) plättchenreiches Plasma (PRP) gewonnen. Aus PRP wurden mittels schnellerer 
Zentrifugation (400 g in der Sorvall RC5C, Rotor HB4) die Plättchen isoliert. Die Konzen-
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tration der Thrombozytensuspension wurde mittels ACT Counter (Coulter Corp, Miami, 
USA) bestimmt.  
Die Fluoreszenzmarkierung von Thrombozyten erfolgte nach dem von Massberg et al. 
etablierten und durch Manegold 2003 modifizierten Protokoll (74). Zur Markierung wurde 
Carboxyfluorescein-diazetat-Succinimidylester (CFDA-SE, Molecular Probes/Invitrogen) 
eingesetzt. Dabei handelt es sich um eine nicht-fluoreszierende Substanz, die in die Zelle 
diffundiert und stabile CFSE Fluorophoren nach esterasevermittelter Katalyse bildet 
(Absorptionspeak 492 nm; Emissionspeak 518 nm). Die intrazellulären Fluorophore 
reagieren mit Lysinresiduen der Proteine und bleiben dann innerhalb der Zelle solange die 
Membran intakt ist. Der Einsatz dieser Substanz bietet gegenüber anderen Farbstoffen den 
Vorteil einer lang anhaltenden Markierung über mehrere Stunden.  
1x107 Thrombozyten wurden jeweils mit 50µM CFDA-SE über 30 Minuten im Dunkeln bei 
37°C inkubiert. Anschließend wurden die markierten Zellen dreimal im PBS ausgewaschen, 
um sicherzustellen, dass es zu keiner Weitergabe der Fluoreszenz kommt. Vor der Durch-
führung der Versuche wurde durchflusszytometrisch sichergestellt, dass es bei den so 
gewonnenen, markierten und gewaschenen Plättchen zu keiner Aggregation kam. 
2.5.3. Inkubation von Thrombozyten und Tumorzellen 
1x107 markierte Thrombozyten wurden in Röhrchen unter langsamer Rotation jeweils 
alleine oder mit 2x105 Tumorzellen über unterschiedliche Zeiträume inkubiert (10 Minuten, 
30 Minuten, 1 Stunde, 1,5 Stunden, 2 Stunden). In einigen Versuchsreihen wurde Thrombin 
(0,5 und 1 U/µl) dazugegeben. 
2.5.4. Durchflusszytometrie 
Um die Auswirkungen der Inkubation der Tumorzellen mit den markierten Thrombozyten 
zu untersuchen, wurden in vitro Analysen mittels Durchflusszytometrie (FACScan) 
durchgeführt.  
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Die Messungen erfolgten am FACSort flow cytometer (Becton Dickinson, Heidelberg). Die 
gewonnenen Daten wurden mit Hilfe der CELLQuest Software (Becton Dickinson) 
aufgearbeitet und graphisch dargestellt. 
2.6. Bindung von Fibrinogen 
1x105 Tumorzellen in 100µl PBS wurden über 30 Minuten mit 10µg/ml Alexa Fluor 594 
markiertem Fibrinogen (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) in Anwesenheit von 2mM Ca2+ 
inkubiert. Am Ende der Inkubation wurden Proben auf einen Objektträger gegeben und 
mikroskopisch ausgewertet. Dies erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (Axiophot, Carl-Zeiss, 
Halbergmoos Deutschland). 
2.7. In vivo Versuche 
2.7.1. Metastasenmodell 
Es wurden jeweils 2x105 in 100µl RPMI Medium suspendierte Zellen in eine der beiden 
seitlichen Schwanzvenen eines Versuchstiers injiziert. Dabei wurde sorgfältig darauf 
geachtet, dass das gesamte Volumen von 100µl streng venös appliziert wurde. Bei einem 
Volumen von 100µl ist dies gut kontrollierbar, da dies sehr schwer paravasal injiziert 
werden kann. Tiere, bei denen eine Widerstandserhöhung festgestellt wurde, die auf eine 
nicht korrekte Injektion hinweist,  wurden aus dem Versuch genommen. 
Nach Ablauf von zehn Tagen wurden die Versuche beendet. Dazu wurden die Tiere 
narkotisiert und durch Überstreckung der Halswirbelsäule getötet.  
2.7.2. Tumorvakzinierung-Modell 
Zunächst wurden die Spendertiere immunisiert und aus deren Lymphknoten die 
spezifischen T-Zellen gewonnen. Die mit GM-CSF transfizierten D5-G6 Zellen wurden aus 
den Flaschen abtrypsiniert, mit PBS gewaschen und auf 2x107 Zellen/ml eingestellt. Zur 
Immunisierung der Spendertiere wurden je 1x106 D5-G6 subkutan an den vier Extremitäten 
der Mäuse gegeben. Acht Tage später wurden die Spendertiere narkotisiert und getötet. 
Die drainierenden Lymphknoten wurden entnommen und daraus mittels eines 
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Homogenisators eine Einzelzellsuspension hergestellt. Nach einem Waschvorgang wurden 
die Zellen in der Neubauer-Zählkammer gezählt und in komplettem Medium plus 
Gentamycin 50µg/ml auf eine Konzentration von 2x106 Zellen/ml eingestellt. Die Zellen 
wurden in einer 24-well Platte mit anti-CD3 (Clon 2C11 als Aszites, 50µl pro 2ml 
enthaltende Well, d.h. 1/40 verdünnt) über zwei Tage stimuliert. Anschließend wurden die 
Lymphozyten gewaschen, auf eine Konzentration von 2x105/ml eingestellt und mit 60IU 
rekombinantem humanem IL-2/ml (Chiron/Novartis) für drei weitere Tage expandiert. Dann 
wurden die Zellen geerntet, in PBS gewaschen, gezählt und für den adoptiven Transfer 
benutzt.  
2.7.3. Fütterung mit dem gpIIb/IIIa-Inhibitor 
Für die Blockade des gpIIb/IIIa Rezeptors wurde EMD 122347 (Gantofiban) verwendet. 
Dieses wurde in einer Dosierung von 2mg/Tier/Tag in 0,1ml PBS-Gummi Arabicum 1%ige 
Lösung per Magensonde verabreicht.  
Die Dosierung von 2mg wurde vom Hersteller Merck empfohlen. In dieser Dosierung (ca. 
100mg/kg) wird eine effektive Konzentration von 3 µg/ml Blut erreicht. Diese Konzentration 
ist nicht toxisch (bis 1000mg/kg KG) und ist 10x höher als die IC50 für die Blockade der 
durch TRAP (Thrombin Rezeptor aktivierende Peptid) induzierten Thrombozyten-
aggregation, wie aus der Publikation von Dickfeld et al. (75) errechnet wurde. 
Die EMD 122347-Gummi Arabicum Mischung wurde für jeden Versuch frisch vorbereitet 
und bis zum Ende des Versuches im Kühlschrank bei 4°C gelagert.  
Für die Applikation der Magensonde wurden die Tiere in eine leichte Äthernarkose versetzt. 
Diese sollte so flach sein, dass der Schluckreflex erhalten bleibt. Die Magensonde wurde 
oral eingeführt. Zur Sicherung diente das widerstandslose Gleiten des Schlauches für eine 
Länge von circa 4-5cm. Nach der Gabe wurde die Sonde entfernt und die Maus nur dann 
wieder in den Käfig gestellt, wenn kein Erbrechen beobachtet wurde und sie wach genug 
war, sich kontrolliert zu bewegen. 
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2.7.4. Versuchsprotokolle 
Die Verabreichung von EMD begann einen Tag vor der Tumorgabe und wurde täglich bis 
zum Tag der T-Zell-Gabe weitergeführt. Am Tag 0 bekamen die Mäuse jeweils 2x105 
Tumorzellen über die Schwanzvene verabreicht. In einer Versuchsreihe wurden am Tag 0 
lediglich 1x105 Tumorzellen intravenös gegeben, bei gleichbleibender Zahl an T-Zellen.  
Mit derselben Technik erfolgte die langsame Verabreichung von 3,5x107 spezifischen T-
Zellen. Dies erfolgte je nach Versuchsreihe am Tag 4, 5 oder 6.  
Sowohl bei der Tumorzellgabe als auch bei der T-Zell-Gabe kam es zu keinen 
thromboembolischen Ereignissen, trotz sehr großer Zellmengen. Um diese Komplikation zu 
vermeiden, wurden die Zellen stets unmittelbar vor der Injektion durch mehrmaliges 
Pipettieren in Suspension gehalten.  
Zur Stimulation der verabreichten T-Lymphozyten wurden ab dem ersten Tag nach der 
Immuntherapie 90.000 Einheiten IL-2 täglich intraperitoneal injiziert. 
2.7.5. Lungenentnahme und Metastasenzählung 
Zur Entnahme der Lungen wurden die Tiere mit Äther tief narkotisiert und durch 
Überstreckung der Halswirbelsäule getötet. Der Thorax wurde eröffnet, eine Lunge am 
Hilus abgesetzt, in PBS ausgewaschen und in ein Eppendorfröhrchen überführt. 
Unmittelbar danach erfolgte die Verblindung, indem die Lungen aus den beschrifteten in 
neue Röhrchen umgesetzt wurden, die mit Buchstaben des Alphabets bezeichnet waren. 
Jede Lunge wurde dann auf beiden Seiten mit einer Digitalkamera fotografiert. Um die 
gesamte Oberfläche scharf darzustellen, wurden die Organe auf den Boden einer 
Petrischale gelegt und durch die umgekehrte Schale fotografiert, an der sie problemlos gut 
hafteten. Es wurden dann digital Fotos von beiden Seiten aufgenommen auf den Rechner 
übertragen und gespeichert. Die Digitalbilder wurden am Computer ausgewertet. Mit Hilfe 
eines über das Bild gelegten Gitternetzes wurden die durch die Melaninpigmentierung 
deutlich sichtbaren Metastasen gezählt. Als Metastasenzahl galt die Summe aus Vorder- 
und Hinterseite der Lunge.  
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Die Auszählung erfolgte verblindet und wurde jeweils zweimal wiederholt. Die 
untenstehende Abbildung zeigt ein Bild, wie es für die Auswertung benutzt wurde. 
 
 
Abbildung 1: Gittermuster für die Auszählung der Lungenmetastasen.  
Die Abbildung wurde mit der Digitalkamera aufgenommen und in den Rechner 
übertragen. In Photoshop wurde das Bild mit dem angezeigten Raster überlagert, um 
die Auszählung zu erleichtern. 
 
Im Folgenden sind die Protokolle zu den Versuchen mit dem Transfer am Tag vier als 
Tabelle wiedergegeben. 
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 Gruppe 1 
N=6 
Gruppe 2 
N=10 
Gruppe 3 
N=5 
Gruppe 4 
N=11 
Tag -1   EMD 122347 EMD 122347 
Tag 0 
TUMORGABE 
  EMD 122347 EMD 122347 
Tag 1   EMD 122347 EMD 122347 
Tag 2   EMD 122347 EMD 122347 
Tag 3   EMD 122347 EMD 122347 
Tag 4  T-ZELL-GABE  
+ IL-2 
 T-ZELL-GABE  
+ IL-2 
Tag 5  IL-2  IL-2 
Tag 6  IL-2  IL-2 
Tag 7  IL-2  IL-2 
Tag 8  IL-2  IL-2 
Tag 9  IL-2  IL-2 
Tag 10 
LUNGENENTNAHME 
    
 
Tabelle 2: T-Zell-Transfer vier Tage nach Tumorgabe – Versuchsschema. 
 
Wenn die Verabreichung der Immuntherapie am Tag sechs nach Tumorgabe (doppeltes 
therapeutisches Fenster im Vergleich zum Modell) begonnen wurde, sah das Protokoll 
folgendermaßen aus: 
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 * auf dieser 
Kontrolle 
wurde 
verzichtet 
Gruppe 1 
N=7 
Gruppe 2 
N=9 
Gruppe 3 
N=7 
Tag -1   EMD 122347 EMD 122347 
Tag 0 
TUMORGABE 
  EMD 122347 EMD 122347 
Tag 1   EMD 122347 EMD 122347 
Tag 2   EMD 122347 EMD 122347 
Tag 3   EMD 122347 EMD 122347 
Tag 4   EMD 122347 EMD 122347 
Tag 5   EMD 122347 EMD 122347 
Tag 6  T-ZELLGABE 
+ IL-2 
 T-ZELLGABE 
+ IL-2 
Tag 7  IL-2  IL-2 
Tag 8  IL-2  IL-2 
Tag 9  IL-2  IL-2 
Tag 10 
LUNGENENTNAHME 
    
 
Tabelle 3: T-Zell-Transfer sechs Tage nach Tumorgabe – Versuchsschema. 
2.8. ELISA 
Zum spezifischen Nachweis von Zytokinen und Proteinen kam die ELISA-Methode zur 
Anwendung. Es wurden die kommerziell erhältlichen Quantikine Mouse TGF-β, TNF-α, 
CXCL-12 und VEGF-a Immunoassays von R&D-Systems nach den Angaben der 
Herstellerfirma verwendet. Die detaillierten Protokolle für die Durchführung des Tests 
mittels R&D-Kit sind unter den folgenden Links einsehbar: 
http://www.rndsystems.com/pdf/mb100b.pdf 
http://www.rndsystems.com/pdf/mta00.pdf 
http://www.rndsystems.com/pdf/mcx120.pdf 
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http://www.rndsystems.com/pdf/mmv00.pdf 
2.9. Statistische Auswertung der Daten 
Die gesamte Auswertung und graphische Darstellung der Daten erfolgte mit Hilfe der 
Computersoftware Sigma Plot 11.0. 
Die Mittelwerte der einzelnen Messungen errechnen sich aus der Anzahl der Versuchstiere 
pro Versuchsgruppe und sind mit ± Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben.  
Zum Vergleich der Gruppen untereinander wurde der Kruskal-Wallis-Test verwendet, 
gefolgt vom  Mann-Whitney-U-Vergleich.  
Das Signifikanzniveau wurde auf p ≤ 0.05 festgelegt.  
 
 29 
III. ERGEBNISSE 
 
 
3.1. Hämatogene Metastasierung von B16D5 Tumorzellen 
Nach Gabe von 2x105 B16D5 Melanomzellen über die Schwanzvene entwickelten sich 
innerhalb von zehn Tagen makroskopisch deutlich sichtbare Metastasen in den Lungen der 
Versuchstiere. Durchschnittlich handelte es sich um mehr als 200 Läsionen pro 
Lungenflügel. 
 
 
Abbildung 2: Lungenmetastasen des B16 Melanoms.  
Das Bild links zeigt eine Seite einer Lunge (ca. 2cm groß), zehn Tage nach 
intravenöser Tumorgabe. Rechts ist eine 20fache Vergrößerung einiger Läsione zu 
sehen. 
 
Bei der Darstellung der metastasierten Lunge fallen sowohl große als auch kleinere 
Läsionen auf. Es ist dabei unwahrscheinlich, dass jede Metastase die Folge der Proliferation 
einer einzigen Tumorzelle ist. Vielmehr ist anzunehmen, dass Zellen in unterschiedlicher 
Zahl in den Kapillaren der Lunge hängenbleiben. Wie es zu dieser ersten Ansiedlung der 
Tumorzellen kommt ist jedoch unklar. 
Eine Möglichkeit besteht darin, dass die Tumorzellen mittels spezifischer 
Adhäsionsmoleküle an dem Endothel der Lungengefäße adhärieren und dann auswandern. 
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Daher wurden die verwendeten Tumorzellen in einem cDNA-Array auf sämtliche bekannte 
Adhäsionsmoleküle untersucht. Die angefügte Tabelle zeigt das Ergebnis für ausgewählte 
und für die Adhäsion relevante Moleküle.  
Symbol Genname CD-Name Mittelwert 
(RLU) 
D5-K call 
Itgav Integrin alpha V CD 51 175,56 P 
ItgaIIb Integrin alpha IIb CD 41 97,88 A 
Itgam Integrin alpha M CD 11b 72,53 A 
Itgb1 Integrin beta 1 (fibronectin receptor beta) CD 29 4725,22 P 
Itgb2 Integrin beta 2 CD 18 77,44 A 
Itgb3 Integrin beta 3 CD 61 90,57 A 
Itgb6 Integrin beta 6  98,16 A 
Selp Selectin, platelet CD62P 108,67 A 
Icam1 Intercellular adhesion molecule CD 54 92,55 A 
CD36 CD 36 antigen  70,88 A 
Sele Selectin, endothelial cells CD 62E 102,85 A 
Selpl Selectin, platelet (p-selectin) ligand CD162 78,28 A 
Sell Selectin lymphocyte CD 62L 63,74 A 
Itga4 Integrin alpha 4 CD 49d 86,01 A 
Vcam1 Vascular cell adhesion molecule 1 CD 106 117,24 A 
Pecam1 Platelet/endothelial cell adhesion  molecule CD 31 84,03 A 
L1 cam L1 adhesion molecule   96,99 A 
 
Tabelle 4:  Expression von Adhäsionsmolekülen und Integrinen in B16D5 Zellen in einem cDNA-
Array. Die Ergebnisse sind in relative light units (RLU) angegeben und geben den 
Mittelwert aus drei unhabhängigen Analysen wieder. P=present, A=absent.  
 
Von den getesteten Adhäsionsmolekülen konnten im cDNA-Array nur CD51 und CD29 mit 
einer Signalhöhe von 175 bzw. 4725 RLU nachgewiesen werden.  
Zur Bestätigung dieser Ergebnisse wurden die Tumorzellen auch in FACS mit Antikörpern 
gegen unterschiedliche Adhäsionsmoleküle getestet. Dabei wurden sie mit fluoreszierenden 
Antikörpern gegen CD51, CD44, CD62P und CD62L inkubiert. Als Kontrolle wurden FITC 
markierte Maus-IgG benutzt. Von den getesteten Markern war nur CD51 positiv. Die 
angefügte Abbildung stellt das Ergebnis der Inkubation der B16D5 Tumorzellen mit dem 
CD51 Antikörper dar. 
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Abbildung 3: Expression des CD51 Rezeptors in der FACS Analyse. FITC markierte Maus-IgG-
Antikörper dienten als Kontrolle. Die Anzahl der Zellen ist gegen die Fluoreszenz 
aufgetragen. 
 
Dabei bestätigt sich die Expression des CD51-Rezeptors auf den Tumorzellen. Das 
CD51/CD29 Heterodimer kann Fibronektin, Vitronektin und Fibrinogen binden. Diese 
befinden sich jedoch nicht auf dem unstimulierten Endothel. Es ist somit klar, dass andere 
Mechanismen neben der direkten rezeptorvermittelten Adhäsion eine Rolle in der 
Ansiedlung der Tumorzellen in den Lungen spielen müssen.    
Aus der Literatur ist zu entnehmen, dass die Tumorzellen in vivo unmittelbar nach der 
Injektion Aggregate bilden (76;77). Da keine homotypischen Moleküle bekannt sind, muss 
diese Aggregatbildung durch andere Faktoren vermittelt werden. Hierfür kommen 
Thrombozyten und Gerinnungsfaktoren in Frage. Es ist sowohl möglich, dass diese 
Aggregate in den kleinen Kapillargefäßen der Lunge mechanisch stecken bleiben als auch 
dass die Gerinnung oder die Thrombozyten die Ansiedlung der Tumorzellen in den Lungen 
vermitteln. Aus diesen Gründen wurde in dieser Arbeit zunächst untersucht, ob die 
Tumorzellen eine Gerinnungsaktivierung und eine Bindung von Thrombozyten bewirken 
können.  
3.2. Aktivierung der Gerinnung durch B16D5 Tumorzellen 
Welche Faktoren können nun zu einer Aktivierung der Gerinnung führen? Neben den 
plasmatischen Gerinnungsfaktoren ist dies vor allem durch den Faktor 3 (Tissue Factor) im 
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extrinsischen System der Gerinnung vermittelt. Die Genanalyse im cDNA-Array lieferte eine 
hohe Expression des F3. Damit ist eine Voraussetzung für die Aktivierung des 
Gerinnungssystems gegeben. 
 
Symbol Genname CD-Name Mittelwert 
(RLU) 
D5-K call 
F3 Coagulation factor 3 TF 762,72 P 
 
Tabelle 5: Tissue Factor-Expression durch B16D5 Tumorzellen in cDNA-Array. Es zeigt sich ein 
hohes Signal als Hinweis auf Tissue Factor Expression durch die B16D5 Tumorzellen. 
 
Der Befund aus dem Gen-Array konnte auch in der RT-PCR bestätigt werden. Wie das 
unten angefügte Bild zeigt, konnte bereits bei 25 Zyklen ein deutliches Amplikon erreicht 
werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
             
Abbildung 4: Tissue Factor Expression von zwei unterschiedlichen Chargen von B16-Zellen. 
Darstellung eines 1% Agarosegels. Die oberen Bande entsprechen 25, die unteren 
30 Zyklen. Als Kontrolle wurde GAPDH verwendet (18/23 Zyklen).  
 
Es zeigt sich, dass Tissue Factor von den D5 Tumorzellen exprimiert wird. Dieser 
Koagulationsfaktor, auch Thromboplastin oder CD142 genannt, wird normalerweise von 
Fibroblasten und glatten Muskelzellen produziert. Es wird dann durch die Oxidoreduktase 
PDI (protein disulfid isomerase) aktiviert, die an Verletzungsstellen der Endothelien von 
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adhärenten Plättchen und Endothelzellen sezerniert wird (78) und es kommt dann über die 
Gerinnungskaskade zur Thrombinaktivierung und Fibrinbildung. 
Um zu prüfen, ob der durch die B16D5 Tumorzellen produzierte Tissue Factor auch 
funktionell und somit in der Lage war, Thrombin zu aktivieren, wurde die 
prokoagulatorische Aktivität (PCA) der Tumorzellen getestet. 
Dazu wurde zu den Tumorzellen das Substrat Val-Pro-Arg-Amino-4-Methyl-Coumarin 
gegeben, das von Thrombin an der spezifischen Erkennungssequenz Gly-Pro-Arg↓ 
gespalten wird. Durch diese Spaltung wird die fluoreszierende Endgruppe 7-Amino-4-
Methyl-Coumarin (AMC) freigesetzt. Das zeitabhängig anwachsende Fluoreszenzsignal bei 
460nm korreliert dabei direkt mit der proteolytischen Aktivität des Thrombins. Kurz vor der 
Analyse wurden zu den Tumorzellen als Thrombinquelle Citratplasma und Kalziumchlorid 
zur Rekalzifizierung vom Gerät gegeben. Als Kontrolle wurde Plasma ohne Tumorzellen 
getestet. 
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Abbildung 5: Thrombinaktivierung durch die B16D5 Tumorzellen – prokoagulatorische Aktivität 
(PCA). In schwarz dargestellt ist die Kontrolle (Citratplasma). In rot sind die 
Thrombinaktivierungswerte, die durch B16D5 Tumorzellen in Citratplasma erreicht 
wurden. Die in grün dargestellte Linie zeigt die Werte, die von den B16D5 
Tumorzellen im Citratplasma erreicht wurden, wenn Heparin zugegeben wurde. Alle 
Werte sind als Mittelwert aus drei unabhängigen Analysen ± Standardfehler 
angegeben. 
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Wie in Abbildung 5 gezeigt, können die D5 Tumorzellen das im Plasma enthaltene 
Prothrombin zu Thrombin aktivieren. Dieser Effekt kann durch Heparin-Zugabe inhibiert 
werden. Damit sind die Tumorzellen in der Lage, in vivo die Gerinnung zu aktivieren. 
Die prokoagulatorische Aktivität der Tumorzellen wurde dann unter unterschiedlichen 
Bedingungen getestet. Dabei interessierte vor allem die Frage, ob die Tumorzellen direkt 
nach der intravenösen Gabe, nach ihrer Adhäsion oder in Folge von apoptotischen 
Vorgängen und ADP-Freisetzung Thrombin am stärksten aktivieren. Dazu wurden diese 
drei Zustände reproduziert. So wurde das Verhalten von adhärenten, von frei in PBS 
suspendierten und von durch Staurosporininkubation in Apoptose geführten Zellen 
verglichen. Zu jeder Gruppe wurden ebenfalls unmittelbar vor der Analyse Citratplasma, als 
Thrombinquelle und Ca-Cl2 zu Rekalzifizierung dazu gegeben. Die Ergebnisse dieser 
Versuche sind in folgender Abbildung wiedergegeben. 
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Abbildung 6: Thrombinaktivierung durch vitale frei suspendierte, vitale adhärente und apoptotische 
B16D5 Tumorzellen, gemessen als prokoagulatorische Aktivität (PCA). 
Die roten Kreise stellen frei in PBS suspendierte Zellen dar. Die vitalen, an der Platte 
adhärenten Tumorzellen sind durch schwarze Kreise repräsentiert. Die apoptotischen 
Tumorzellen hingegen sind als grüne Dreiecke symbolisiert. Alle Werte sind der 
Mittelwert aus drei unabhängigen Analysen ± Standardfehler. 
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Die Abbildung zeigt, dass die B16D5 Tumorzellen in allen geschilderten Zuständen 
Thrombin direkt aktivieren können. Das Ausmaß dieser Aktivierung war in allen drei 
Gruppen ähnlich. Die Gabe von 10µl Heparin (1:10) konnte in jedem der genannten 
Versuche diesen Effekt hemmen. 
Damit ist klar, dass es nach Injektion von D5-Tumorzellen in die Blutbahn der Maus zu 
einer Thrombinaktivierung kommt, die direkt von den Tumorzellen verursacht wird. Damit 
besteht die Vermutung, dass die Tumorzellen Aggregate bilden und so in der 
Endstrombahn leicht stecken bleiben können. Die Thrombinaktivierung kann in vitro durch 
Heparingabe blockiert werden.  
In der physiologischen Gerinnungskaskade führt die Aktivierung des Thrombins zur 
Spaltung des im Blutplasma gelöst vorliegenden Fibrinogens in Fibrin, welches sich zu 
unlöslichen Fibrin-Polymeren zusammenlagert. Parallel kann Thrombin auch über den 
Thrombinrezeptor die Aggregation von Thrombozyten induzieren. Da die B16D5 
Tumorzellen sich in der Lage zeigten, funktionellen Faktor 3 zu produzieren und somit 
Thrombin zu aktivieren, wurde die Fähigkeit der Tumorzellen getestet, die 
Thrombozytenadhäsion zu stimulieren. 
3.3. Bindung von Thrombozyten durch B16D5 Tumorzellen 
Es wurde die Fähigkeit der Tumorzellen getestet, Thrombozyten an sich zu binden. Dazu 
wurden die D5-Zellen und markierte Plättchen miteinander in vitro inkubiert und die 
Proben in einem FACS-Gerät analysiert. 
Die Plättchen wurden aus Spendertieren mittels Herzpunktion gewonnen und markiert. Die 
CFDA-SE-Markierung der Thrombozyten basiert auf stabilen CFSE Fluorophoren, die nach 
esterasevermittelter Katalyse in der Zelle gebildet werden und innerhalb der Zelle bleiben. 
Der Einsatz dieser Substanz bietet gegenüber anderen Farbstoffen den Vorteil einer lang 
anhaltenden Markierung über mehrere Stunden, die nicht diffundiert und somit nicht auf 
die Tumorzellen übertragen werden kann. Außerdem wurde mittels Durchflusszytometrie 
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und Aggregometrie gezeigt, dass die Thrombozyten durch die Markierung nicht aktiviert 
werden und ihre volle Funktionalität behalten (79).  
1x107 markierte Thrombozyten wurden in Röhrchen unter langsamer Rotation jeweils 
alleine oder mit 2x105 Tumorzellen über unterschiedliche Zeiträume inkubiert (10 Minuten, 
30 Minuten, 1 Stunde, 1,5 Stunden, 2 Stunden). Sowohl vitale als auch apoptotische 
Tumorzellen wurden getestet. Es wurden außerdem unterschiedliche Thrombin-
konzentrationen (0,5-1 U/µl) dazu gegeben. Dabei zeigte sich mit steigender Thrombin-
konzentration eine zunehmende Bildung von Aggregaten in den Proben, die die Analyse 
erschwerte. Eine Konzentration von 0,5 U/µl erschien für die Analyse optimal zu sein. 
Zur Analyse der Thrombozytenbindung wurde das Auswertefenster im FACS um die D5-
Tumorzelle gesetzt. Da diese nicht fluoreszenzmarkiert sind ergibt sich kein Signal im 
Fluoreszenzkanal. Dies wurde als Hintergrund festgelegt. Folgende repräsentative FACS-
Analyse veranschaulicht dieses Ergebnis.  
 
 
Abbildung 7: Bindung von Thrombozyten durch B16D5 Tumorzellen – FACS – Kontrolle. 
Auswertung der FITC Fluoresezenz. 
 
Inkubiert man die B16 D5 Melanomzellen mit fluoresziernden Thrombozyten, so binden 
diese und es entsteht folgendes Bild: 
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Abbildung 8: Bindung von Thrombozyten durch B16D5 Tumorzellen – FACS - Tumorzellen und 
markierte Thrombozyten. 
 
Es kommt nach der Konkubation zu einem hohen Fluoreszenzsignal mit einem Peak um den 
Kanal 30. Das Signal kann nur von den markierten Thrombozyten kommen. Dies bedeutet, 
dass die B16D5 Melanomzellen und die Plättchen aneinander adhärieren.  
 
Da eine große Anzahl an Tumorzellen im Rahmen des Metastasierungsprozess apoptotisch 
wird (metastatic inefficiency), wurde als nächstes getestet, welche Wirkung apoptotische 
Tumorzellen auf Thrombozyten ausüben. Dafür wurden mit Staurosporin behandelte B16 
Melanomzellen und markierte Plättchen inkubiert. Folgendes Bild entstand aus der FACS-
Analyse:  
 
Abbildung 9: Bindung von Thrombozyten durch B16D5 Tumorzellen – FACS – apoptotische 
Tumorzellen und markierte Thrombozyten. 
 
Dabei zeigte sich eine Zunahme des Signals durch Apoptose mit zwei Peaks, einmal um den 
Kanal 40 und einmal um den Kanal 80.  
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Als nächstes wurde getestet ob die Zugabe von Thrombin (0,5 U/µl) und somit die 
Aktivierung der Plättchen einen Effekt ausübt. Folgendes Bild entstand aus der FACS-
Analyse.  
 
Abbildung 10: Bindung von Thrombozyten durch B16D5 Tumorzellen – FACS - Tumorzellen, 
markierte Thrombozyten und Thrombin. 
 
Hierbei zeigte eine kleinere Gruppe von Zellen ein sehr hohes Signal (Kanal 102-103). 
Zusammenfassend zeigte die FACS-Analyse nach Inkubation der B16 Melanomzellen mit 
den markierten Plättchen ein deutliches Fluoreszenzsignal. Dieses nahm unter Apoptose 
der Tumorzellen zu. Zudem kam es zu einem sehr hohen Signal in einer kleinen Gruppe 
von Tumorzellen nach Zugabe von Thrombin. 
Das mit den Tumorzellen assoziierte Signal in der FACS-Analyse wird dadurch bedingt, 
dass eine große Anzahl von Thrombozyten an ihrer Oberfläche bindet. Die Intensität des 
Signals korreliert mit der Zahl von gebundenen Thrombozyten (80). Somit beobachtet man, 
dass die Adhäsionsstärke der Tumorzellen an den Plättchen steigt, wenn die Tumorzellen in 
die Apoptose geführt werden und wenn Thrombin dazu gegeben wird. In diesem Fall kam 
es sogar zu Schwierigkeiten bei der Auswertung, da es zur Verklumpung kam, so dass die 
Meßöffnung des FACS-Gerätes verlegt wurde. 
Eine direkte Bindung der Tumorzellen an den bekannten Rezeptoren der Thrombozyten ist 
sehr schwer zu erklären, weil die B16D5 Tumorzellen über keine Plättchenrezeptoren 
verfügen, wie die oben dargestellte cDNA-Array Analyse bereits illustrierte. Neben der 
direkten Bindung an die Tumorzellen dürfte in vivo die indirekte Bindung von Plättchen 
über Fibronektin, Vitronektin und Fibrinogen eine wichtige Rolle spielen. So findet sich im 
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cDNA-Array ebenso wie in der FACS-Analyse als relevanter Rezeptor CD51/29, der die o.g. 
Substanzen bindet. Es wurde daher als nächstes untersucht, ob die B16D5 Tumorzellen 
auch in vitro Fibrinogen an sich binden können. 
3.4. Bindung von Fibrinogen durch B16D5 Tumorzellen 
Um diese Hypothese zu testen, wurden die Tumorzellen mit fluoreszierendem Fibrinogen in 
PBS inkubiert. Nach Inkubation wurden dann die Zellen mikroskopisch analysiert. Am 
Fluoreszenzmikroskop konnten mehrere an dem Alexa-Fibrinogen gebundene Tumorzellen 
dargestellt werden. Ein Beispiel davon ist in Abbildung 11 wiedergegeben: 
 
 
Abbildung 11: Bindung von Fibrinogen durch B16D5 Tumorzellen. Doppelaufnahme 
Phasenkontrast/Fluoreszenz. 
 
Das Bild, zeigt dass die B16D5 Tumorzellen an das Fibrinogen auch in Abwesenheit von 
Thrombin (der Versuch erfolgte in PBS) binden.  
Die bislang dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die in dieser Arbeit angewendeten 
Tumorzellen Tissue Faktor exprimieren, Thrombin aktivieren und sowohl Thrombozyten als 
auch Fibrinogen, auch in Abwesenheit von Thrombin, an sich binden können. Da die 
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Tumorzellen lediglich den CD51/CD29 Rezeptor exprimieren ist es damit wahrscheinlich, 
dass die Bindung der Tumorzellen an Endothelzellen und auch an Thrombozyten durch das 
Fibrinogen überbrückt wird. An das Fibrinogen und aneinander binden die Thrombozyten 
über ihren gpIIb/IIIa Rezeptor. Damit bilden sich größere Aggregate von Tumorzellen, 
Thrombozyten und Fibrinogen, die in den Lungen hängen bleiben und die Adhäsion, das 
Überleben und die Extravasation der Tumorzellen so unterstützten, dass eine Metastase 
wachsen kann. 
Damit stellt sich die naheliegende Frage, ob sich die Hemmung der Plättchenaktivierung 
und der Plättchenadhäsion negativ auf die Metastasierung auswirkt.  
3.5. Metastasierung der B16D5 Tumorzellen unter Plättchenhemmung 
Drei verschiedene Klassen der Thrombozytenfunktionshemmer stehen zur Verfügung: 
Acetylsalizylsäure, Thienopyridine und gpIIb/IIIa-Rezeptor-Antagonisten. ASS hemmt die 
Thrombozytenaktivierung durch irreversible Blockierung der Thromboxansynthese. Die 
Thienopyridine, zu denen Clopidogrel gehört, hemmen die ADP-abhängige Thrombo-
zytenaktivierung durch irreversible Blockierung des P2Y12-Rezeptors. Zu den gpIIb/IIIa-
Antagonisten, die die Thrombozyten-Fibrinogen-Vernetzung für die Plättchenaggregation 
hemmen, gehört EMD 122 347, auch Gantofiban genannt. Diese drei Substanzen wurden in 
einem Screeningversuch getestet. Dabei zeigte sich, dass die Blockade des gpIIb/IIIa 
Rezeptors zu der stärksten Metastasenreduktion führt. Deshalb wurde dieses Medikament, 
das uns freundlicherweise von der Firma Merck zur Verfügung gestellt wurde, in den 
folgenden Versuchen verwendet und den Mäusen täglich per Magensonde verabreicht. Mit 
der Behandlung wurde ein Tag vor der Tumorgabe begonnen, weil das Medikament erst 
dann aktiv ist, wenn es hepatisch verstoffwechselt wurde. Als wirksame Dosierung wurden 
2mg/d/Tier verabreicht. Diese Dosierung ist 10x höher als die IC50 für die Blockade der 
durch TRAP induzierten Thrombozytenaggregation, wie aus der Publikation von Dickfeld et 
al. (81) errechnet wurde. 
Nach Gabe von Gantofiban zeigte sich, dass die Anzahl der Metastasen deutlich niedriger  
war als in der Kontrolle, wie Abbildung 12 veranschaulicht.  
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Abbildung 12: Metastasenreduktion durch Gabe des gpIIb/IIIa-Inhibitors Gantofiban. 
Die schwarze Säule repräsentiert die durchschnittliche Metastasenzahl in der 
Kontrollgruppe (n=10), die rote die durchschnittliche Metastasenzahl in den mit 
Gantofiban über die ersten fünf Tage gefütterten Mäusen (n=10). Dargestellt ist der 
Mittelwert±Standardfehler. Der Unterschied zwischen den zwei Gruppen ist 
statistisch signifikant (p<0.05). 
 
Die Abbildung zeigt, dass eine fünftägige Behandlung mit dem gpIIb/IIIa Inhibitor 
Gantofiban eine erhebliche Reduktion der Metastasenzahl erzielen konnte: in dieser Gruppe 
entwickelten sich durchschnittlich 130 Metastasen, während in der Kontrollgruppe im 
Durchschnitt 218 Metastasen nachgewiesen werden konnte. Somit wies die Gantofiban-
Gruppe ca 40% weniger Metastasen auf als die Kontrolle. Diese war eine drastische 
Reduktion, die allerdings noch keiner Heilung entspricht. Um dieses Ergebnis noch weiter 
zu verbessern, wurde die Blockade des gpIIb/IIIa Rezeptors mit einer Immuntherapie 
kombiniert. Dazu wurden ex-vivo sensibilisierte CTLs in tumortragende Mäuse transferiert 
und das therapeutische Fenster zwischen Tumorgabe und CTL-Transfer verlängert. Diesem 
Versuch lag die Annahme zugrunde, dass die gpIIb/IIIa Blockade die Zahl der Tumorzellen 
reduziert und so zu einem verbesserten E/T-Verhältnis führt, bzw die lokalen Tumorzellen 
besser für die injizierten CTLs zugänglich sind, wenn sie weniger durch Fibrinogen und 
Plättchen abgeschirmt werden. 
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Als nächster Schritt wurde daher die gpIIb/IIIa-Blockade mit einem T-Zellen-Therapie-
Modell kombiniert. Dieser hatte sich in unserer Arbeitsgruppe bereits als sehr erfolgreich 
erwiesen. Allerdings hatte er jedoch gezeigt, dass er nur über ein sehr kleines 
therapeutisches Fenster verfügt. 
3.6. Verbesserung der Ergebnisse der Immuntherapie durch Kombination mit 
Gantofiban 
Zur Induktion der CTLs wurden GM-CSF sezerniernde B16D5 Tumorzellen an den 
Extremitäten der Mäuse subkutan injiziert. Eine Woche später wurden ihre inguinalen, 
axillären und subpektoralen Lymphknoten extirpiert und eine Einzelzellsuspension 
hergestellt. Daraus wurden tumorspezifische T-Zellen gewonnen und mit anti-CD3 und IL-2 
kultiviert und expandiert. Diese, vor allem CD8+ Zellen, erkennen spezifisch die B16D5 
Melanomzellen und können diese lysieren. Wurden diese spezifischen T-Lymphozyten 
Mäusen intravenös injiziert, die drei Tage vorher Tumorzellen ebenfalls intravenös erhalten 
hatten, so konnte man die Entstehung von pulmonalen Metastasen komplett verhindern. Es 
wurde ebenfalls gezeigt, dass die so behandelten Tiere länger als 200 Tage metastasenfrei 
überlebten (82). Das unten stehende Schema fasst die wichtigsten Schritte dieses 
Therapiemodells zusammen. Abbildung 13 zeigt exemplarisch die Lunge einer so 
behandelten Maus.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Immuntherapie-Schema mit Immuntherapie am Tag 3 
Tag 0   Tumorzellgabe 2x105 B16D5 Tumorzellen i.v. 
Tag 1 
Tag 2 
Tag 3   T-Zell-Gabe 3,5x 107 tumorspezifische T-Lymphozyten i.v. + IL-2 i.p. 
Tag 4   IL-2 i.p. 
Tag 5   IL-2 i.p. 
Tag 6  IL-2 i.p. 
Tag 7   IL-2 i.p. 
Tag 8   IL-2 i.p. 
Tag 9   IL-2 i.p. 
Tag 10   Lungenentnahme und Auswertung 
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Die unten stehende Abbildung stellt exemplarisch die Lunge einer so behandelten Maus 
dar. 
 
 
Abbildung 13: Heilung der Lungenmetastasen durch Transfer von spezifischen T-Zellen drei Tage 
nach Tumorgabe.  Lungenbilder. 
 
Wurden die therapeutischen T-Zellen jedoch nur einen Tag später verabreicht (=Tag 4), 
fand man bereits einzelne makroskopisch sichtbare Lungenmetastasen, welche bei 
längerem Abwarten große Metastasen bilden können. Wurde nun das therapeutische 
Fenster von drei Tagen noch weiter verlängert, so entwickelten sich in den Lungen der 
Mäuse mehr als 100 Metastasen.  
Abbildung 14 stellt die mittleren Metastasenzahlen bei Beginn der Immuntherapie an Tag 
3, 4 und 6 nach Tumorgabe dar. 
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Zeitpunkt des Transfers: Tag 3, 4 und 6 nach Tumorgabe
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Abbildung 14: Metastasenzahl bei Beginn der Immuntherapie, jeweils 3 (n=6), 4 (n=5) und 6 Tage 
(n=7) nach Tumorgabe. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardfehler. Der erste 
Balken (Metastasenzahl bei Beginn der Therapie drei Tage nach Tumorgabe) ist aus 
graphischen Gründen  höher dargestellt, die Metastasenzahl beträgt aber 0. 
 
Die Abbildung zeigt, wie es im verwendeten Modell mit Erweiterung des therapeutischen 
Fensters zu einer zunehmend größeren Metastasenzahl kommt. Der Mittelwert der 
Metastasen steigt von 0 (beim Transfer am Tag drei nach Tumorgabe) auf 30 beim Transfer 
vier Tage nach Tumorgabe und auf mehr als hundert Metastasen, wenn der Transfer sechs 
Tage nach Tumorgabe erfolgt (doppeltes therapeutisches Fenster).  
Der Unterschied zwischen Tag 3 und Tag 4 nach Tumorgabe liegt darin, dass die 
Tumorzellen, die überleben, sich mindestens einmal mehr teilen bevor sie mit den CTLs 
konfrontiert werden. Damit ist das E/T-Verhältnis grundsätzlich ungünstiger. Indem die 
Ansiedlung und Adhäsion der Tumorzellen erschwert wird, könnte jedoch Gantofiban ein 
günstigeres E/T-Verhältnis schaffen und somit den T-Zell-Transfer unterstützen. 
Als nächstes wurde daher getestet, ob es möglich ist, die Aktivität der am Tag 4 
verabreichten spezifischen T-Lymphozyten mit diesem tumorreduzierenden Medikamenten 
zu unterstützen. Dafür wurden die Mäuse in vier Gruppen aufgeteilt. Eine Gruppe blieb 
unbehandelt und diente als Kontrolle. Einer zweiten Gruppe wurde nur Gantofiban oral, 
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einer dritten wurden nur die therapeutischen T-Lymphozyten an Tag 4 intravenös, einer 
vierten und letzten Gruppe wurden sowohl die therapeutischen T-Lymphozyten an Tag 4 
intravenös als auch Gantofiban oral verabreicht. 
Die Versuche ergaben, dass am Tag 10 nach Therapie die Kontrolle mehr als 200 
Metastasen entwickelt hatte, die mit Gantofiban therapierten Mäusen mehr als 100, die mit 
der Immuntherapie behandelten Mäuse mehr als 20, während die Mäuse die sowohl die 
Immuntherapie als auch Gantofiban erhielten weniger als fünf Metastasen auf ihrer Lunge 
zeigten.  
 
 
Tabelle 6: Metastasenzahl bei Kontrolltieren, Gantofiban-behandelten Tieren, Tieren die einen T-
Zell-Transfer vier Tage nach Tumorgabe bekamen und Tiere die sowohl mit dem T-Zell-
Transfer vier Tage nach Tumorgabe als auch mit Gantofiban behandelt wurden. Daten 
und Lungenbilder. 
 
Diese Ergebnisse zeigen, dass der T-Zell-Transfer am Tag 4 eine gute Metastasenreduktion 
bewirkt, ohne jedoch eine komplette Metastasenfreiheit, wie nach drei Tagen zu erreichen. 
Insgesamt wurde durch diese Behandlung die Metastasenzahl auf ca. 11% reduziert. 
Abbildung 15 veranschaulicht dieses Ergebnis anhand der durchschnittlichen Meta-
stasenzahl (218 in der Kontrolle und 26 in der Gruppe, die die CTLs 4 Tag nach Tumorgabe 
erhielt), Abbildung 16 anhand zwei exemplarischer Bilder.  
 
Kontrolle  
 
(n=6) 
 
Therapie mit Gantofiban  
 
(n=10) 
 
Adoptiver T-Zell Transfer  
an Tag 4 
(n=5) 
 
Adoptiver T-Zell Transfer 
an Tag 4 und Gantofiban  
(n=11) 
 
 
 
   
218 ± 30 Metastasen 130± 19 Metastasen 26 ± 10 Metastasen 3 ± 2 Metastasen 
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Abbildung 15: Metastasenzahl bei der Kontrolle gegenüber Metastasenzahl bei Verabreichung der 
CTLs am Tag 4 nach Tumorgabe. (n=6 bzw. 5). Dargestellt sind die Mittelwerte± 
Standardfehler.  
 
 
Abbildung 16: Metastasen bei der Kontrolle gegenüber Metastasen bei Verabreichung der CTLs an 
Tag 4 nach Tumorgabe. Lungenbilder. 
 
Die zusätzliche Verabreichung von Gantofiban führte zu einem deutlich positiven Effekt, 
wenn die CTLs vier Tage nach Tumorgabe verabreicht wurden. So wurde mit dieser 
kombinierten Behandlung die Metastasenzahl auf ca. 1% reduziert. Abbildung 16 stellt 
dieses Ergebnis anhand der durchschnittlichen Metastasenzahl dar (218 in der Kontrolle 
und 3 in der Gruppe, die Gantofiban und CTLs vier Tage nach Tumorgabe erhielt), 
Abbildung 17 anhand zwei exemplarischer Bilder. 
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Abbildung 17: Metastasenzahl bei der Kontrolle gegenüber Metastasenzahl bei Verabreichung der 
CTLs an Tag 4 nach Tumorgabe mit zusätzlicher Gantofibanbehandlung (n=6  bzw. 
11). Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardfehler. 
 
 
Abbildung 18: Metastasen bei der Kontrolle gegenüber Metastasen bei Verabreichung der CTLs an 
Tag 4 nach Tumorgabe mit zusätzlicher Gantofibanbehandlung. Lungenbilder. 
 
Insgesamt zeigen die hier vorgestellten Ergebnisse, dass die Kombination des CTLs-
Transfers am Tag 4 mit Gantofiban die Metastasenzahl auf 11% reduziert, verglichen mit 
dem alleinigen CTL-Transfer an Tag 4. Abbildung 19 repräsentiert dieses Ergebnis anhand 
der durchschnittlichen Metastasenzahl (26 in der Gruppe, die die CTLs vier Tage nach 
Tumorgabe erhielt, 3 in der Gruppe die zusätzlich zu den CTLs vier Tage nach Tumorgabe 
auch Gantofiban erhielt), Abbildung 20 anhand von zwei exemplarischen Bildern.  
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Abbildung 19. Metastasenzahl bei Verabreichung der CTLs an Tag 4 nach Tumorgabe. Ohne und  
mit zusätzlicher Gantofibanbehandlung (n=5  bzw. 11). Dargestellt sind die 
Mittelwerte ± Standardfehler. 
 
 
 
Abbildung 20: Metastasen bei Verabreichung der CTLs an Tag 4 nach Tumorgabe. Ohne und mit 
zusätzlicher Gantofibanbehandlung (n=5  bzw. 11). Lungenbilder. 
 
 
In der Gruppe, die sowohl die therapeutischen T-Zellen als auch Gantofiban bekam, waren 
sechs von elf Tieren sogar metastasenfrei. Hingegen war keins der Tiere in der Gruppe, die 
ausschließlich mit den therapeutischen T-Zellen behandelt wurde metastasenfrei. Nach 
diesem Erfolg bei Erweiterung des Abstandes zwischen Tumorgabe und T-Zell-Transfer 
dehnten wir diesen noch weiter auf fünf- bis sechs Tage aus. Auch in diesen Versuchen 
erwies sich die Kombination erfolgreicher als der alleinige T-Zell-Transfer. Nach T-Zell-
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Transfer stieg die Zahl der Metastasen bei einem Abstand von fünf Tagen auf 23, während 
bei sechs Tagen schon 59 Metastasen im Durchschnitt zu messen waren. Abbildung 21 
stellt diesen Zahlen graphisch dar, Abbildung 22 veranschaulicht dieses Ergebnis anhand 
von exemplarischen Lungenbildern. 
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Abbildung 21: Metastasenzahl bei der Kombination T-Zell Transfer + Gantofiban, wenn der T-Zell-Transfer 4, 
5 und 6 Tage nach Tumorgabe erfolgt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabelle 7: Metastasen bei der Kombination T-Zell Transfer + Gantofiban, wenn der T-Zell-Transfer 4, 
5 und 6 Tage nach Tumorgabe erfolgt. Lungenbilder. 
 
 
Adoptiver T-Zell Transfer 
an Tag 4 und Gantofiban  
(n=11) 
 
Adoptiver T-Zell Transfer 
an Tag 5 und Gantofiban  
(n=11) 
 
Adoptiver T-Zell Transfer 
an Tag 6 und Gantofiban  
(n=7) 
 
 
 
 
 
 
3 ± 2 Metastasen 23 ±  7 Metastasen 59 ± 17 Metastasen 
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Die durchschnittliche Metastasenzahl betrug 3, wenn zusätzlich zu Gantofiban die T-Zellen 
vier Tage nach Tumorgabe verabreicht werden. Sie stieg auf 23, wenn zusätzlich zu der 
Gantofibanfütterung die Mäuse die theraputischen T-Zellen fünf Tage nach Tumorgabe 
bekamen. Wurden die T-Lymphozyten erst sechs Tage nach Tumorgabe verabreicht, so 
stieg die Durchschnittsmetastasenzahl auf 59, trotz Gantofibantherapie. Vergleicht man die 
Wirksamkeit der Kombinationstherapie mit dem T-Zell-Transfer, so fällt auf, dass die 
Metastasenzahl nach Behandlung mit der kombinierten Therapie in jedem Fall niedriger 
liegt. Abbildung 22 stellt dieses Ergebnis grafisch dar. 
             Transfer an Tag 4          Transfer anTag 6
M
et
a
st
a
se
n
za
hl
0
20
40
60
80
100
120
140
160
CTL-Transfer + IIb/IIIa Blockade
CTL-Tranfer
*
 
Abbildung 22: Metastasenzahl nach Erweiterung des therapeutischen Fensters von 3 auf 6 Tage. 
Aufgetragen ist die Metastasenzahl gegen die Zeit. Die erste Gruppe erhielt nur CTLs 
(rot), die zweite zusätzlich zu den CTLs Gantofiban (schwarz).  
 
Die Abbildung zeigt, dass die Kombination von Gantofiban mit dem T-Zell-Transfer zu 
jedem Zeitpunkt erfolgreicher ist als der alleinige T-Zell-Transfer, auch wenn es zu einem 
Wirkungsverlust kommt, je später die spezifischen T-Lymphozyten verabreicht werden. 
Gleichzeitig war aber kein Tier metastasenfrei. 
 
Wie kann man sich diesen Wirkungsverlust erklären? Eine Möglichkeit wäre, dass mit dem 
Abstand zwischen Tumorgabe und CTL-Transfer die Tumorzellen proliferieren und sich so 
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ein ungünstigeres E/T-Verhältnis einstellt. Um zu testen, ob das E/T-Verhältnis für den 
Erfolg des T-Zell-Transfers von Bedeutung ist, wurden sechs Tieren nur 1x105 anstatt der 
üblichen 2x105 Tumorzellen und die gleiche Anzahl an zytotoxischen T-Lymphozyten sechs 
Tage nach Tumorgabe verabreicht (3,5x107). Zehn Tage danach wurde die Zahl der 
Metastasen in der Lunge überprüft. Abbildung 23 zeigt das Ergebnis dieses Versuches 
anhand der durchschnittlichen Metastasenzahl in beiden Gruppen. 
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Abbildung 23: Metastasenzahl nach Behandlung mit 3,5x10 7 CTLs 6 Tage nach Verabreichung von 
jeweils 2x105 (schwarze Säule) und 1x105 Tumorzellen (rote Säule) (n=6 pro Gruppe). 
 
Die Abbildung zeigt, dass der T-Zell-Transfer erfolgreicher ist, wenn weniger Tumorzellen 
vorhanden sind. Die Gruppe, die initial weniger Tumorzellen intravenös erhielt entwickelte 
eine deutlich niedrigere Metastasenzahl. Trotz deutlich günstigerem E/T-Verhältnis kam es 
jedoch zu keiner kompletten Elimination der Metastasen. Daraus folgt, dass das E/T-
Verhältnis zwar wichtig, jedoch nicht der einzige entscheidende Faktor ist.   
 
Schafft das gpIIb/IIIa-Inhibitor Gantofiban ein günstigeres E/T-Verhältnis? Um diese Frage 
zu untersuchen, wurde nach einer Methode gesucht, die Anzahl an Tumorzellen in den 
Lungen der Mäuse zu bestimmen. Die Tumorzellzahl in den Lungen der Mäuse zu 
quantifizieren ist sehr schwierig. So finden sich 24 Stunden nach Gabe von 2x105 
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Tumorzellen ca. 10% davon nach der Angaben der Literatur(83-85). Diese sind zwar 
nachweisbar, wenn die gesamte Lunge aufgeschnitten wird und die Immunhistologie alle 
entdeckt. So hat A. Chambers zusammen mit den Tumorzellen fluoresziernde Beads 
gegeben, die in der Lungenstrombahn steckenbleiben und dann das Verhältnis Tumorzelle-
Bead bestimmt (86). Dabei ist allerdings die histologische Bestimmung der Tumorzellzahl 
am Anfang fehleranfällig, da auch Zellen miterfasst werden, die zerstört oder phagozytiert 
werden. Als Alternative wurde über eine Amplifikation mit PCR ein Markergen des Tumors 
nachgewiesen, Pmel 17/gp100. Pmel gehört zu den melanomassoziierten Antigenen. 
Vorversuche hatten gezeigt, dass in einer Standardreaktion weniger als 100 Tumorzellen 
noch nachweisbar waren.  
So wurden die Lungen von Mäusen, die mit Gantofiban behandelt wurden zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten (1, 3 und 5 Tage nach Tumorgabe) entnommen, RNA wurde 
isoliert und Pmel amplifiziert und das Ergebnis für gapdh normalisiert. In Abbildung 24 ist 
das Ergebnis der RT-PCR wiedergegeben. 
 
. 
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Abbildung 24: Pmel-Signal als spezifischen Marker für die Quantifizierung der Tumorzellzahl. 
Es wurden Proben von jeweils fünf Tieren pro Gruppe analysiert. Die Untersuchung 
erfolgte zweimal pro Zeitpunkt (1, 3 und 5 Tage nach Tumorgabe) und die PCR 
wurde mit 25 Zyklen durchgeführt. 
 
Die Abbildung zeigt, dass 24 Stunden nach der Injektion der Tumorzellen das Signal für 
Pmel in beiden Gruppen nur sehr niedrig war. Bei den Mäusen, die jedoch mit Gantofiban 
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behandelt wurden, zeigte sich ein höheres Signal an den Tagen 3 und 5 nach Tumorgabe. 
Es folgt, dass in den Lungen dieser Mäuse während der ersten fünf Tage nach Tumorgabe 
sicherlich nicht weniger Tumorzellen vor Ort sind. Somit muss die Hypothese, dass 
Gantofiban ein günstigeres E-T-Verhältnis schafft, verworfen werden. Die in vivo Versuche 
haben jedoch gezeigt, dass Gantofiban sowohl alleine als auch in Kombination mit dem 
CTL-Transfer eine Metastasenreduktion bewirkt (Abb. 12, 16 und 17). Wenn also zu Beginn 
mehr Tumorzellen vor Ort sind (stärkeres Pmel-Signal), muss es bei Gantofiban-
behandelten Tieren erst im Verlauf zu einer effizienteren Elimination gekommen sein.  
Für eine effizientere Elimination der Tumorzellen kann man nun zwei Hypothesen 
formulieren. Da Gantofiban die Anheftung von Plättchen reduziert, kann es sein, dass (a) 
die Tumorzellen in gpIIb/IIIa-blockierten Mäusen durch die Immunabwehr besser erkannt 
und effizienter eliminiert werden und/oder dass (b) unter gpIIb/IIIa-Blockade Faktoren der 
Plättchen fehlen, die wichtig für die Bildung einer Nische sind, in der die Tumorzellen 
proliferieren und zu einer Metastase wachsen. 
Um diese zwei Hypothesen zu überprüfen, wurden zum einen die Konzentration von 
Zytokinen, die eine Immunantwort nachweisen (wie TNF-α, TGF-β) zum anderen von 
Zytokinen, die für das metastatische Milieu und das lokale Überleben der Tumorzellen 
wichtig sind (wie VEGF und CXCL12) untersucht. 
3.7.  Analyse der Immunantwort und des Tumorzellüberlebens durch Zytokinexpression 
im Plasma 
Im Plasma von Kontrolltieren und von Mäusen die mit Gantofiban behandelt wurden, wurde 
die  Konzentration von unterschiedlichen Zytokinen mittels ELISA gemessen. 
Als Hinweis auf eine verstärkte Immunantwort wurde die Konzentration von TNF-α 
gemessen. Diese Substanz wird hauptsächlich von Makrophagen produziert. Eine hohe 
Plasmakonzentration belegt die Aktivität von Makrophagen und somit eine Immunreaktion. 
In der Kontrolle zeigte sich ein geringer Anstieg an Tag 2 nach Tumorgabe, gefolgt von 
einem Peak von Tag 4 bis Tag 6 (max. 23 pg/ml). In der Gruppe, die mit dem gpIIb/IIIa-
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Inhibitor Gantofiban behandelt wurde zeigte sich ein deutlicher Peak 24 Stunden nach 
Tumorgabe gefolgt von dem Anstieg an Tag 4 bis Tag 6. Damit unterscheiden sich die 
beiden Gruppen nur in dem initialen Peak in der Gantofibangruppe. Dieser Unterschied ist 
signifikant (circa 18 pg/ml versus 9 pg/ml). Der restliche Verlauf unterscheidet sich nicht. 
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Abbildung 25: Verlauf der TNF-α-Konzentration im Plasma über die Zeit. 
In schwarz sind die Werte der Kontrolle, in rot die der mit Gantofiban behandelten 
Tiere angegeben (n=6 pro Gruppe). 
 
Aus diesem Ergebnis kann man schließen, dass die Makrophagen in der Gruppe, die mit 
Gantofiban behandelt wurde initial stärker stimuliert wurden als in der Kontrolle. Eine 
mögliche Erklärung ist, dass unter Gantofiban-Behandlung weniger Thrombozyten an den 
Tumorzellen adhärieren und diese somit besser durch die Immunabwehr angreifbar sind.  
Ein Hinweis für die Thrombozytenaktivität liefert die Plasmakonzentration von TGF-β. TGF-
β wird in hoher Konzentration in Plättchen gebildet. Es existieren drei Isoformen dieses 
Enzyms: TGF-β1, 2 und 3. Studien zeigen, dass es sogar von mehreren Melanomzellinien 
sezerniert wird, im Gegensatz zu normalen Melanozyten, die nur nach Stimulation diese 
Substanz freisetzen. Der hier untersuchte Tumorzellstamm B16D5 zeigte im cDNA-Array 
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kein Signal für TGF-β1, Überstände von Zellkultur waren ebenfalls negativ. So muss dieser 
von degranulierenden Thrombozyten sezerniert werden.  
Abbildung 26 zeigt die Konzentration dieser Substanz im Plasma über die Zeit. Ähnlich wie 
bei der Bestimmung von TNF-α wurden eine Kontrollgruppe und eine gpIIb/IIIa-Gruppe 
miteinander verglichen. 
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Abbildung 26: TGF-β-Konzentration im Plasma über die Zeit. 
In dieser Abbildung dargestellt sind in schwarz die TGF-β Konzentration der 
Kontrolltiere, in rot die der mit Gantofiban behandelten Tiere (n=6 pro Gruppe). SE ist 
sehr gering und ist daher in der Abbildung schwer zu erkennen. 
 
Es fällt auf, dass die TGF-β Plasmakonzentration in der Kontrolle sofort nach der 
Tumorgabe (die Lungen wurden ca. zwei Stunden nach der Tumorgabe entnommen) einen 
deutlichen Peak zeigt (15ng/ml). Im Gegensatz dazu wurden bei Gantoban-behandelten 
Tieren solch hohe Werte nicht gemessen (3ng/ml zwei Stunden nach der Tumorgabe). Im 
weiteren Verlauf sinkt die TGF-Konzentration auf Werte von 0,5-3ng/ml ab und es findet 
sich kein signifikanter Unterschied. Dieses Ergebnis zeigt, dass es möglicherweise zwei 
Stunden nach Injektion der Tumorzellen zu einer hohen Thrombozytenaktivität in 
Kontrolltieren kommt. Die Behandlung mit Gantofiban inhibiert dieses Phänomen und die 
Plättchenaktivität bleibt die Zeit über auf dem niedrigen Niveau.  
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Was entscheidet nun über das lokale Überleben der Tumorzellen? Neben zytotoxischen 
Mediatoren, die die Tumorzellen schädigen, gibt es Substanzen, die entscheidend für das 
lokale Überleben der Tumorzellen sind. Dazu zählen Ansiedlungsfaktoren, die das 
Überleben der Zellen begünstigen. Einer dieser Faktoren ist der Vascular Endothelial 
Growth Factor (VEGF). Dabei handelt es sich um eine Substanz, die sowohl von 
Endothelzellen als auch von Plättchen sezerniert werden kann. Die D5-Tumorzellen sind in 
der Lage VEGF-a zu produzieren. Er wirkt angiogenetisch als chemotaktischer Faktor für 
endotheliale Präkursoren.  
Die Messung der VEGF-Konzentration im Plasma von unbehandelten Tieren ergab 
<20pg/ml.  Nach Injektion von Tumorzellen lag die VEGF-a-Konzentration im Plasma von 
gpIIb/IIIa-blockierten Tieren immer unter dem Wert von Kontrolltieren. So fand sich in der 
Kontrolle initial ein Peak von 60pg/ml an. Die Konzentration sank dann auf 48pg/ml 24 
Stunden später und stieg dann (=Tag 4 nach Tumorgabe) wieder auf 60pg/ml an. Ab Tag 5 
sank sie und erreichte an Tag 6 nach Tumorgabe einen Wert von 25pg/ml. In der gpIIb/IIIa-
blockierten Gruppe betrug die VEGF-Konzentration nach Tumorgabe zunächst 30pg/ml. Sie 
stieg dann auf 40pg/ml an Tag 2 und blieb an Tag 3 und 4 nach Tumorgabe konstant. An 
Tag 5 nach Tumorgabe stieg sie dann auf 50pg/ml und sank schließlich wieder an Tag 6 
nach Tumorgabe auf 30pg/ml. Somit ergaben sich zwei signifikante Unterschiede in den 
beschriebenen Konzentrationen. 24 Stunden und vier Tage nach Tumorgabe war die VEGF-
Konzentration in Gantofiban behandelten Tieren signifikant niedriger im Vergleich zu den 
Kontrollen.  
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Abbildung 27: VEGF-a-Konzentration im Plasma über die Zeit. 
In schwarz sind die Werte der Kontrolle, in rot die der mit Gantofiban behandelten 
Tiere (n=6 pro Gruppe). 
 
Abbildung 27 zeigt, dass in den gpIIb/IIIa-blockierten Tieren die VEGF-a-Konzentration im 
Plasma zu jedem Zeitpunkt niedriger ist als in der Kontrolle. Zu zwei Zeitpunkten ist dieser 
Unterscheid auch statistisch signifikant (p<0.05): 24 Stunden nach Tumorgabe beträgt die 
Konzentration bei den Gantofiban-behandelten Tieren 30 und bei den Kontrollen 60 pg/ml, 
vier Tage nach Tumorgabe jeweils 40 und 60 pg/ml. 
Ein anderer Faktor, der das Überleben der Tumorzellen unterstützen kann ist Cxcl-12 
(Sdf1). Dieser wird von den Thrombozyten freigesetzt, jedoch nicht von den D5-
Tumorzellen. Diese Substanz hat ähnlich wie VEGF eine chemotaktische Wirkung auf 
Stammzellen, Tumorzellen und Entzündungszellen. Es ist hierbei interessant, dass Orte mit 
hoher CXCL12-Produktionrate wie Knochenmark, Lunge und Leber am häufigsten von 
Metastasen betroffen sind. Darüber hinaus unterstützt CXCL12 die Tumorangiogenese. In 
der Kontrollgruppe wurde 24 Stunden nach Tumorgabe eine Konzentration von 0,9ng/ml 
gemessen. Diese stieg kontinuierlich bis zu einem Peak von 1,8ng/ml 4 Tage nach 
Tumorgabe an und sank dann wieder. In der mit Gantofiban behandelten Gruppe wurden in 
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den ersten zwei Tagen nach der Tumorgabe ebenfalls Werte von 0,9 und 0,7ng/ml 
gemessen. Die Konzentration stieg dann steil bis zu einem Maximum von 2,2ng/ml, das am 
dritten Tag nach Tumorgabe erreicht wurde und sank dann langsam wieder. Vergleicht 
man die Verläufe, so findet man zwei signifikante Unterschiede: die CXCL12-Konzentration 
ist signifikant höher 3 Tage nach der Tumorgabe bei den mit Gantofiban behandelten 
Tieren und niedriger 4 Tage nach Tumorgabe. Die maximale Konzentration wird in 
gpIIB/IIIa blockierten Tieren somit früher erreicht. 
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Abbildung 28: CXCL12-Konzentration im Plasma über die Zeit. 
 In schwarz sind die Werte der Kontrolle, in rot die der mit Gantofiban behandelten 
Tiere (n=6 pro Gruppe). 
 
Die maximale CXCL12-Sekretion findet sich somit bei der Gantofiban-Behandlung früher 
als in der Kontrolle. Dieses Ergebnis ist sehr schwierig zu interpretieren, da CXCL12 ein 
chemotaktischer Faktor ist, der das Überleben der Tumorzellen unterstützt.  
Insgesamt weist die Analyse der Mediatoren im Plasma auf eine stärkere Immunreaktion in 
den Lungen von Gantofiban-behandelten Mäusen hin. Dies könnte die Grundlage für eine 
effizientere Tumorzellelimination in diesen Tieren sein. Die Mediatoren im Plasma lieferten 
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jedoch nur einen Hinweis und sie gaben eine Summenreaktion wieder. Deshalb wurde im 
Folgenden die Genexpression von wichtigen Molekülen in der Lunge untersucht, die die 
Immunreaktion charakterisieren können. 
3.8.  Analyse der Immunantwort durch Genexpression in der Lunge 
Untersucht wurde die Expression von Markern der spezifischen (wie CD4, CD8, Granzym A 
und Perforin) als auch der unspezifischen Abwehr, wie NKG2D, der Rezeptor der NK-
Zellen. 
CD4 und CD8 sind Oberflächenantigene der T-Lymphozyten. Der Nachweis eines hohen 
Signals spricht für die Anwesenheit von CD4 und CD8 positiven Lymphozyten in den 
Lungen der Tiere. Das unten angefügte Gel-Bild (Abb. 29) zeigt die Expression von CD8 1, 
3 und 5 Tage nach der Tumorgabe. Während für CD4 selbst bei 40 Zyklen kein Signal in 
den Lungen nachweisbar war, fand sich für CD8 bereits bei 30 Zyklen Hinweis. 
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Abbildung 29: CD8-Expression in der Lunge über die Zeit. 
Dargestellt die Expression in unbehandelten (links) und mit Gantofiban behandelten 
Tieren (rechts)  1, 3 und 5 Tage nach Tumorgabe (jeweils d1, d3 und d5). Alle 
Versuche wurden mit drei Mäusen pro Gruppe durchgeführt (35 Zyklen). 
Die Abbildung zeigt eine starke Expression von CD8 am fünften Tag nach Tumorgabe in 
den mit Gantofiban behandelten Tieren. Die CD8+ zytotoxischen T-Zellen erkennen die 
Tumorzellen und lösen über den Signalweg Perforin/Granzym Apoptose aus. Deshalb 
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wurden diese Marker ebenso in der Lunge untersucht. Die Abbildungen 30 und 31 zeigen 
die Expression von Perforin und Granzym A in den Lungen von Kontrolltieren und 
Gantofiban-behandelten Tieren. Abbildung 30 stellt die Perforin-, Abbildung 31 die 
GranzymA-Expression dar. 
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Abbildung 30: Perforin-Expression in der Lunge über die Zeit. 
Dargestellt ist die Expression in jeweils unbehandelten (links) und mit Gantofiban 
behandelten Tieren (rechts)  1, 3 und 5 Tage nach Tumorgabe (jeweils d1, d3 und 
d5). Alle Versuche wurden mit drei Mäusen pro Gruppe durchgeführt (30 Zyklen). 
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Abbildung 31: GranzymA-Expression in der Lunge über die Zeit. 
Dargestellt ist die Expression in jeweils unbehandelten (links) und mit Gantofiban 
behandelten Tieren (rechts) 1, 3 und 5 Tage nach Tumorgabe (jeweils d1, d3 und d5). 
Alle Versuche wurden mit drei Mäusen pro Gruppe durchgeführt (30 Zyklen). 
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Die Abbildungen zeigen keinen signifikanten Unterschied in der Expression von Granzym A 
aber eine deutliche stärkere Expression von Perforin zu allen Zeitpunkten mit einem 
Maximum am dritten Tag nach Tumorgabe. 
 
Faktoren der unspezifischen Abwehr wie Nkg2d wurden ebenfalls untersucht. Dieser ist ein 
Marker für die Aktivität der NK-Zellen. Abbildung 32 zeigt die Expression dieser Substanz. 
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Abbildung 32: Nkg2d-Expression in den Lungen über die Zeit. 
Dargestellt ist die Expression  von unbehandelten (links) und mit Gantofiban 
behandelten Tieren (rechts)  1, 3 und 5 Tage nach Tumorgabe (jeweils d1, d3 und 
d5). Alle Versuche wurden mit drei Mäusen pro Gruppe durchgeführt (30 Zyklen). 
 
Abbildung 32 zeigt eine deutliche stärkere Expression von Nkg2d in Gantofiban-
behandelten Mäusen über die gesamte Zeit. 
Die signifikant höheren Signale für Perforin, CD8 und Nkg2d in mit Gantofiban behandelten 
Tieren spricht für eine höhere Aktivität sowohl der spezifischen (CD8 positive 
Lymphozyten) als auch der unspezifischen Immunabwehr (NK-Zellen) bereits vor dem 
Transfer von tumorspezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten. Es ist vorstellbar, dass diese 
Zellen synergistisch mit den spezifischen T-Lymphozyten arbeiten und somit den Transfer 
unterstützen. Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse ein stärkeres Pmel-Signal in 
Gantofiban behandelten Tieren, obwohl am Ende doch weniger Metastasen nachweisbar 
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waren. Die Zytokine aber vor allem die lokale Genexpression weist auf eine starke 
Immunantwort als Mechanismus für die Reduktion der Metastasenbildung hin. 
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IV. DISKUSSION 
 
 
Die Metastasierung von Tumoren stellt ein wichtiges Pathogenitätsmerkmal dar, welches im 
klinischen Alltag die Effizienz der Tumorbehandlung empfindlich einschränkt. Während der 
Primärtumor in der Regel problemlos chirurgisch reseziert werden kann, stellen die 
Metastasen eine therapeutische Herausforderung dar. Ein besseres Verständnis der 
Initialvorgänge bei der Metastasierung könnte deshalb auch zu einer Verbesserung der 
Therapie beitragen.  
4.1. Das B16 Maus-Melanom-Modell 
Ein Modell, an dem einige Schritte zumindest der hämatogenen Metastasierung untersucht 
werden können, ist das in dieser Arbeit verwendete B16 Maus-Melanom-Modell, bei dem 
eine definierte Anzahl von Tumorzellen intravenös verabreicht wird. Diese Tumorzellen 
setzen sich vor allem in der Lunge fest und bilden dort nach einiger Zeit multiple Tumore. 
Die Vorteile dieses Modells bestehen darin, dass syngene Mäuse zur Verfügung stehen (die 
hier verwendeten C57BL/6 Mäuse) und dass die Metastasenbildung in der Lunge nach 
intravenöser Gabe sehr schnell erfolgt: bereits nach zehn Tagen sind 2-3mm große dunkle 
Metastasen sichtbar, deren Anzahl makroskopisch quantifiziert werden kann. Nachteile 
dieses Modells sind zum einen, dass die Initialvorgänge der Metastasierung, wie das lokale 
Tumorwachstum, die Mobilisierung und die Migration der Tumorzellen aus dem 
Primärtumor außer Acht gelassen werden müssen und zum anderen, dass die künstliche 
hämatogene Streuung größerer Zahlen an Tumorzellen zu thromboembolischen 
Ereignissen und zum Tod einiger Versuchstiere führen kann. Diese Komplikation trat 
allerdings in dieser Studie äußerst selten auf, da die Zellen vor der Verabreichung sorgfältig 
aufgewirbelt und langsam injiziert wurden, so dass die Tumorzellen als Einzelzellen in den 
Organismus gelangten. Ein weiterer Nachteil des verwendeten Modells bestand darin, dass 
die Anzahl an Metastasen, die sich in den Kontrollgruppen der einzelnen Versuchsreihe 
entwickeln, schwanken können. Dies kann man sich so erklären, dass die in den einzelnen 
Versuchsreihen injizierten Tumorzellen sich in unterschiedlichen Stadien der Zellteilung 
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befinden können. Um den Effekt dieser Schwankungen zu minimieren, wurden die 
Tumorzellen in vitro sehr stark expandiert und viele Aliquots davon eingefroren. Diese 
wurden dann für den jeweiligen Versuch aufgetaut und zu festen Zeiten nach dem Splitten 
(Vereinzeln) der Zellen verwendet. Es wurden außerdem ausschließlich Gruppen 
miteinander verglichen, die Tumorzellen aus dem gleichen Aliquot und zum selben 
Zeitpunkt intravenös erhalten hatten.  
Mit den oben genannten Vorteilen und trotz der genannten Nachteile erschien das B16-
Maus-Melanom-Modell insgesamt ein einfaches und gut etabliertes Metastasierungsmodell 
und wurde daher in dieser Studie verwendet. Es ahmt optimal die hämatogene Streuung 
von Tumoren nach. Auch hier müssen sich Zellen, die im Blut wandern, im Zielorgan 
festsetzen, lokal überleben und proliferieren. 
4.2. Lokales Überleben der Tumorzellen 
Verfolgt man das Schicksal intravenös injizierter Tumorzellen, so finden sich bereits einige 
Stunden nach der i.v. Gabe die Zellen in den Lungen wieder. Dies wurde von Fidler et al. 
gezeigt, indem sie radioaktiv markierte Tumorzellen inokulierten und die Radioaktivität in 
den verschiedenen Organen auswerteten (87). Die Zellen selbst wurden dabei nicht direkt 
dargestellt, sondern es wurden nur die Radioaktivitätswerte in den Lungen gemessen. 
Damit ergibt sich allerdings eine Fehlerquelle, da die Radioaktivität auch auf zerstörten 
Zellen bzw. auf Zellen beruhen kann, die diese Tumorzellen phagozytiert haben. Weniger 
fehleranfällig ist die mikroskopische Darstellung von markierten Tumorzellen in vivo und in 
Lungenpräparaten. Mit diesen Methoden zeigte sich, dass peripher intravenös verabreichte 
Tumorzellen sich zum größten Teil in der Lunge festsetzen (88). Die Lunge ist aus 
anatomischen Gründen dafür prädestiniert dass sich Tumorzellen lokal festsetzen können: 
es handelt sich um ein gut durchblutetes Organ, dessen Kapillarsystem wie ein Netz auch 
die kleinsten Emboli aus den peripheren Venen auffängt. Für die Induktion zum Beispiel 
von Lebermetastasen muss man die Tumorzellen in die Pfortader injizieren, was die 
Gegebenheiten bei gastrointestinalen Tumoren nachahmt. Für das weitere Überleben der 
Tumorzellen im Zielorgan liegen die Ursachen dann nicht nur in den Eigenschaften des 
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Tumorstammes (seed) sondern auch in der unterschiedlichen Mikroumgebung (soil) der 
Organe: die Endothelzellen der einzelnen Organe exprimieren unterschiedliche 
Oberflächenrezeptoren (89) und Wachstumsfaktoren, die den Phänotyp der sich dort 
entwickelnden Metastasen beeinflussen (90).  
Im weiteren Verlauf sind je nach Studie in einem Zeitraum von 24 bis 96 Stunden nur noch 
zwischen 10% und 25% der ursprünglich injizierten Zellen in der Lunge nachweisbar (91-
95). Dieses Phänomen wurde in unterschiedlichen Modellen und in unterschiedlichen 
Organen beschrieben und scheint mit der hämatogenen Metastasierung verbunden zu sein. 
So wurde auch nach Verabreichung von Melanom- (MDA-MB-435) und 
Lungenkarzinomzellen (PE14-PE6) in die Arteria Carotis Interna von Mäusen von Kienast et 
al beobachtet, dass nicht alle Tumorzellen zu einer Hirnmetastase führen (96). So 
entwickelten sich Makrometastasen nur aus ca. 5-7% der unmittelbar nach Verabreichung 
intravasal nachgewiesen Melanomzellen, während dies nur bei ca. 1-2% der 
Lungenkarzinomzellen der Fall war. Wodurch kommt dieser als „metastatic inefficiency“ 
bekannte Tumorzellverlust zustande? Viele der ursprünglich injizierten Tumorzellen gehen 
in die Apoptose (97). Hinweise darauf ergaben Versuche, bei denen das anti-apoptotische 
Gen bcl-2 in den Tumorzellen überexprimiert wurde und diese Tumorzellen dann deutlich 
mehr Metastasen als die Kontrollen entwickelten (98). Der Apoptosestimulus kann aus dem 
Scherstress des Blutes entstehen (99;100), da es insbesondere in den engen 
Kapillargefäßen der Lunge zur Deformation der Zellen von der sphärischen zu einer 
zylindrischen Form (101)  kommen und das mechanische Trauma zu einem 
Integritätsverlust der Oberflächenmembran führen kann. Eine weitere Erklärung für diesen 
initialen Tumorzellverlust kann das Fehlen geeigneter Adhäsionsrezeptoren auf dem 
Endothel sein. So erleiden Zellen, die keine geeignete Matrix zur Adhäsion finden können, 
eine Integrin-abhängige Form des Zelltodes, die sogenannte „Anoikis“ (102). Ob die 
Signale, die notwendig sind, um der Anoikis zu entgehen durch die Bindung an die 
Endothelzellen, an die Extrazellularmatrix oder an die exponierte Basalmembran bzw. 
durch sezernierte Moleküle vermittelt werden, ist unklar. Die Adhäsion an reife 
Endothelzellen ist schwierig, wie eigene Untersuchungen mit Zelllinien zeigen konnten, da 
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diese sich unter physiologischen Bedingungen eher antiadhäsiv verhalten. So können sie 
mittels NO-Sekretion eine chemische Repulsion produzieren und Apoptose in den 
Tumorzellen hervorrufen (103). Daneben werden im ruhenden Endothel nur sehr wenige 
Adhäsionsmoleküle exprimiert. Erst nach Stimulation z.B. mit TNF-α oder IL1 regeln die 
Endothelzellen Adhäsionsmoleküle an der Oberfläche hoch, so dass rollende Zellen fest 
adhärieren können (Sticking) (104).  
Da die Adhäsion eine Voraussetzung für das lokale Homing und Auswandern der 
Tumorzellen darstellen kann, stellte sich deshalb die Frage, welche Moleküle der B16D5 
Tumorzellen die Adhäsion an Endothelzellen oder die subendotheliale Matrix vermitteln 
können? Die Genexpressionsanalyse der B16D5 Tumorzellen mittels cDNA-Arrays und 
FACS zeigte ein nur sehr geringes Repertoire an Adhäsionsmolekülen. So befand sich nur 
das αVβ1 Integrin (CD51/CD29-Rezeptor) an der Oberfläche der B16D5 Tumorzellen. Für 
diesen Rezeptor ist bekannt, dass er die RGD-Sequenz von Vitronektin, Fibronektin oder 
Fibrinogen binden kann. Von diesen Molekülen findet sich jedoch keines auf dem 
unveränderten Endothel. Das bedeutet, dass die D5-Zellen selbst Mediatoren wie TNF und 
IL1 sezernieren oder aber deren Produktion in andere Zellen induzieren müssen, um 
zunächst das Endothel aktivieren zu können und so die Expression von weiteren 
endothelialen Rezeptoren zu stimulieren. Diese Möglichkeit besteht jedoch bei den B16D5 
Tumorzellen nicht. Vielmehr müssten sie Monozyten oder Leukozyten dazu stimulieren. 
Außerdem finden sich auf den B16D5 keine Liganden für Rezeptoren wie Icam1, CD62E 
oder Vcam1, die üblicherweise auf stimuliertem Endothel exprimiert werden. Damit ist eine 
direkte Adhäsion von Tumorzellen an das Endothel eher unwahrscheinlich. Ein alternativer 
Weg, auf dem die Tumorzellen adhärieren können besteht darin, dass es bei ihrem  
mechanischen Steckenbleiben zur Hypoxie der Endothelien und deren Schädigung 
kommen kann. Bei Verlust der Endothelzellen wird dann aber Kollagen freigelegt, an 
welches die Tumorzellen dann über das αVβ1 Integrin leicht binden können. Die Hypoxie 
der Endothelzellen kann außerdem eine proinflammatorische und prothrombotische 
Antwort induzieren, die einen proadhäsiven Effekt ausübt (105). So kann  Tissue factor 
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aktiviert und  IL-1 vermehrt produziert werden und dadurch Adhäsionsmoleküle wie Elam-
1, Icam-1 oder Vcam-1 vermehrt induziert werden. Vitronektin, Fibronektin und Fibrinogen 
binden dann an die geschädigten und möglicherweise apoptotischen Endothelzellen. Für 
eine Hypoxie-bedingte inflammatorische Reaktion auf den Endothelien der 
Lungenkapillaren gibt es allerdings bislang in dem hier benutzten Modell keinen direkten 
Beweis, obwohl es nahe liegt. Ein dritter Weg, über den die Tumorzellen an den 
Endothelzellen adhärieren können, benutzt das Gerinnungungssystem und die Adhäsion 
von Thrombozyten. Gerinnungsfaktoren können direkt durch die Tumorzellen aktiviert 
werden und direkt binden, selbst Plättchen aktivieren und diese dann die Bindung an die 
Endothelzellen vermitteln. Die Aktivierung von Plättchen selbst steigert in der Folge die 
Bildung von Emboli aus Tumorzellen, Fibrinogen und weiteren Plättchen, die in der 
Endstrombahn des Gefäßsystems sehr viel leichter mechanisch stecken bleiben können als 
Einzelzellen (106;107). Hinweise dafür kommen zum Beispiel aus der Arbeit von Im et al. 
(108), die eine Methode entwickelten, um Tumorzellen, Plättchen und Fibrinogen in den 
Lungenkapillaren an isolierten Lungen zu beobachten. Sie beschrieben diese Methode als 
3D-DIFLA (Three-Dimensional Visualisation of Direct Infusion of Fluorescence-Labeled 
Antibody). Dabei wurden markierte Tumorzellen, Plättchen und Fibrinogen direkt nach der 
Tumorzellinjektion an isolierten Lungenpräparaten mittels konfokaler Laser-scanning 
Mikroskopie dargestellt und es wurden dreidimensionale Bilder erstellt. Mit dieser Methode 
konnten sie zeigen, dass sich bereits fünf Minuten nach der intravenösen Tumorgabe 
Plättchen-Fibrinogen-Gerinnsel um die Tumorzellen herum bildeten. Diese Emboli formten 
dann einen Schild um die neoplastischen Zellen, der sie sowohl vor dem Scherstress als 
auch vor dem Angriff durch die Immunabwehr schützt (109). Neben dieser physikalischen 
Barriere können die Thrombozyten auch inflammatorische und chemotaktische Faktoren 
sezernieren, die nicht nur das Aktivierungsniveau und die Permeabilität der Endothelien, 
sondern auch die Aktivität der zellulären Abwehr modulieren können. Beispiele hierfür sind 
VEGF-a (110), das die endotheliale Permeabilität reguliert (111), TGF-β, das den 
aktivierenden Immunrezeptor Nkg2d der NK-Zellen inhibieren und somit eine 
Immunsuppression hervorrufen kann (112), IL1-β, das die Adhäsion der Tumorzellen an 
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den Endothelzellen stimulieren kann (113) und Pf4 (Plättchen-Faktor-4 oder Cxcl4), das 
nicht nur eine Freisetzung von Histamin aus den basophilen (114) sowie die 
Degranulierung neutrophiler Granulozyten induziert (115), sondern auch die IL-2- und IFN-
γ-Sekretion in aktivierten CD3+ T-Zellen inhibiert (116). Für diesen letzten Weg der 
Adhäsion, bei dem die Tumorzellen Plättchen und Gerinnungsfaktoren für ihre Ansiedlung 
und ihre Bindung an die Endothelzellen nutzen, konnten in der vorliegenden Arbeit 
mehrere Hinweise gefunden werden. 
So konnte gezeigt werden, dass die B16D5 Tumorzellen den Tissue Factor (F3) 
exprimieren. Dieser ist in der Lage, die Gerinnungskaskade zu starten. Auf die Rolle dieses 
Faktors im Metastasierungsprozess wurde bereits in einigen Studien hingewiesen (117-
121). Durch Hemmung des Tissue Factors mit Hilfe eines spezifischen Inhibitors konnte 
eine signifikante Metastasenreduktion erreicht werden (122-124).  Der Tissue Factor wird 
auf vielen Endothelien auf der abluminalen Seite exprimiert. Unter physiologischen 
Bedingungen ist er deshalb nicht aktiv. Erst bei einem Zellschaden kommt es zu einer 
Freilegung des Faktors, der zudem dann durch die Thrombozyten mittels Protein-Disulfid-
Isomerase (PDI) aktiviert werden kann (125). Er steuert dann über mehrere 
Zwischenschritte die Aktivierung des Faktors X, der die Umwandlung von Prothrombin in 
Thrombin katalysiert. Der von den hier verwendeten B16D5 exprimierte F3 erwies sich 
allerdings in vitro bereits als funktionell. Dies konnte anhand der Testung der 
prokoagulatorischen Aktivität (PCA) gezeigt werden. Nach Zugabe von Plasma zu den 
B16D5 Tumorzellen kam es zur Spaltung eines thrombinspezifischen Substrates. Dies 
bedeutet, dass über die TF-Expression die B16D5 Tumorzellen in der Lage sind, das im 
Plasma enthaltene Prothrombin zu aktivieren und funktionelles Thrombin bereitzustellen. 
Somit kann der von den B16D5 exprimierte Tissue Faktor auch in Abwesenheit von 
Thrombozyten und thrombozytärer PDI aktiviert werden. Die Spaltung des 
thrombinspezifischen Faktors war in den durchgeführten PCA-Tests stets mittels Heparin 
zu inhibieren. Dies bestätigt dass die Spaltung tatsächlich durch eine Thrombinaktivierung 
entsteht. Thrombin selbst kann neben der Aktivierung der Gerinnung auch über 
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Thrombinrezeptoren (PAR1-4 bzw. F2r, F2rl1-3) auf den Thrombozyten diese direkt zur 
Aggregation und Freisetzung von Mediatoren stimulieren.  
Thrombin spielt wie andere Gerinnungsfaktoren auch eine wichtige Rolle im 
Metastasierungsprozess. So führten in diversen Studien in vivo sowohl Hirudin als auch die 
Blockierung der Thrombinrezeptoren zu einer signifikanten Metastasenreduktion (126;127). 
Diese Protease aktiviert wie oben erläutert die Gerinnungskaskade, aber auch direkt die 
Thrombozyten und die Endothelzellen über die Thrombinrezeptoren PAR1-4. Somit 
entsteht ein prothrombotisches, proinflammatorisches Milieu, das durch Hyper-
koagulabilität und erhöhte Endothelpermeabilität charakterisiert ist und daher die 
Ansiedlung, die Adhäsion und die Extravasation der metastatischen Zellen erleichtert (128). 
Um zu prüfen, ob vitale oder apoptotische Tumorzellen effizienter Thrombin aktivieren, 
wurden die Tumorzellen mit Staurosporin, einer Apoptose-induzierenden Substanz, 
behandelt und es wurde eine PCA-Analyse durchgeführt. Das Ausmaß der Thrombin-
aktivierung der apoptotischen Zellen erwies sich jedoch ähnlich oder sogar etwas 
schwächer im Vergleich mit dem Effekt der vitalen Tumorzellen. Die prokoagulatorische 
Aktivität wurde außerdem sowohl für adhärente als auch frei suspendierte Tumorzellen 
getestet, um zu prüfen ob die Prothrombinspaltung effizienter durch adhärenten oder durch 
zirkulierende Zellen erfolgt. Insgesamt war die Thrombinaktivierung durch frei 
suspendierte, vitale Zellen etwas schneller und effizienter als die durch apoptotische und 
adhärente Zellen. Dies bestätigt die Beobachtungen von Im et al. (129), die eine sofortige 
Assoziation von frisch injizierten Tumorzellen und Gerinnungsfaktoren am Mikroskop 
beobachteten. Die Expression von F3 auf den Tumorzellen und der Nachweis seiner 
Funktionalität mittels PCA-Analyse konnten also zeigen, dass vitale und apoptotische 
Tumorzellen Thrombin aktivieren können. Dies passiert am ehesten früh im Verlauf der 
hämatogenen Metastasierung, wenn die vitalen Tumorzellen im Blut transportiert werden. 
Damit kann die Adhäsion der Tumorzellen in der Lunge in folgendem Szenario beschrieben 
werden: Thrombin führt über Spaltung von Fibrinogen zur Bildung von Fibrin; an dieses 
kann sich dann plasmatisches Fibronektin anlagern. Angelagertes Fibrin und Fibronektin 
stellen dann eine Matrix dar, an die sich sowohl andere Tumorzellen über ihren 
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CD51/CD29-Rezeptor, als auch die Plättchen mit ihrem IIb/IIIa- oder mit ihrem gpIX-
Rezeptor binden können. Mit der Integrin-vermittelten Bindung der Tumorzellen an die 
Fibronektinmatrix wäre dann auch das  Integrin vermittelte Signal möglich, welches die 
Tumorzelle vor der Apoptose schützt (130). Somit kann die F3 induzierte Thrombin-
aktivierung und die folgende Bildung von Fibrinogen das Überleben der Tumorzellen 
entscheidend verbessern. An die Tumorzellen und an das Fibrinogen binden dann auch 
weitere Thrombozyten, wie von Im et al (131) direkt gezeigt wurde.  
Welche Rolle spielen nun aber die gebundenen Thrombozyten? In der Literatur finden sich 
mehrere Beweise, dass die Thrombozyten eine wichtige Rolle in der Metastasenbildung 
übernehmen (132-136). Mäuse, die keine zirkulierenden Plättchen besitzen, nachdem der 
Nf-E2-/- Transkriptionsfaktor ausgeknockt wurde, entwickeln nur 6% der Metastasenzahl 
eines vergleichbaren Wildtyps (137). Gleiches kann man auch bei plättchendepletierten 
Mäusen beobachten (138;139). Es gibt nun mehrere Wege, wie die Thrombozyten den 
Metastasierungsprozess der Tumorzellen unterstützen können: so führt die Bindung der 
Thrombozyten zu einer Bildung von Aggregaten, die rein aufgrund ihrer Größe leicht in den 
engen Lungenkapillaren hängen bleiben. Intravitalmikroskopische Aufnahmen an Hirn-
kapillaren konnten dies in einer Studie von Kienast et al. eindrucksvoll belegen (140). 
Ähnliche Untersuchungen sind an der Lunge nur sehr viel schwieriger durchzuführen, auch 
wenn vorläufige eigene Untersuchungen mit einem Mikroskop mit Lichtleiterübertragung 
diesen Befund bestätigen konnten. Nachdem die Tumorzellen sich in den Lungen 
festgesetzt haben, nutzen sie möglicherweise nicht nur das Fibrinogen sondern auch die 
Thrombozyten, um an den Endothelzellen zu adhärieren. Nierodzik et al. schlugen dazu vor, 
dass die Plättchen zunächst an Fibronektin binden, welches auf dem Endothel gebunden 
vorliegt und dass die Tumorzellen erst dann an die adhärenten Plättchen über weitere 
Fibronektin- und Fibrinogenbrücken wie in einem Sandwich adhärieren (141). Hierfür 
stehen den Plättchen der gpIIb/IIIa- und der gpIX-Rezeptor und den Tumorzellen der in der 
vorliegenden Arbeit nachgewiesene CD51/CD29-Rezeptor zur Verfügung. Dieser Zell-
haufen, in dem sich die Tumorzellen befinden, liefert ihnen außerdem eine Möglichkeit, 
sich der Immunabwehr zu entziehen, da viele  Abwehrzellen einen direkten Kontakt mit den 
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Zielzellen brauchen, um sie z.B. über die Freisetzung von Perforin eliminieren zu können. 
So konnten z.B. Nieswandt et al. zeigen, dass die zytolytische Wirkung von NK-Zellen auf 
Tumorzellen durch Thrombozytenaggregatbildung in vitro behindert wird (142;143). Die 
Aktivität dieser Zellen kann außerdem durch die immunmodulatorische Wirkung der 
Plättchen beeinflusst werden (144). Neben immunmodulatorischen Zytokinen sezernieren 
die Plättchen auch wichtige stimulatorische und chemotaktische Substanzen, die die 
Proliferation von Tumorzellen fördern und Knochenmarkprogenitoren rekrutieren können. 
Dazu zählen TGF-β, IL1-β, VEGF-a oder der Plättchen Faktor 4 (Pf4 oder Cxcl4). Die 
Adhäsion und Aktivierung der Plättchen kann deshalb über die Freisetzung der genannten 
Faktoren zu einer Steigerung des Überlebens und der Proliferation von Tumorzellen 
beitragen. 
Die Bindung von Thrombozyten und B16D5 Tumorzellen konnte in der vorliegenden Studie 
in vitro sowohl im inaktiven als auch im aktivierten Zustand (nach Thrombingabe) 
nachgewiesen werden. Wie bereits diskutiert, wird von Seiten der B16D5 Tumorzellen 
lediglich der CD51/CD29 Rezeptor exprimiert. Liganden für diesen Rezeptor sind 
Vitronektin, Fibrinogen und Fibronektin. An diesen Substanzen kann der IIb/IIIa-Rezeptor 
der Plättchen ebenfalls binden, so dass sie als Brücken zwischen Tumorzellen, Plättchen 
und Endothelzellen dienen. In Abwesenheit dieser Brücke ist die direkte Bindung von 
Tumorzellen und Plättchen nur schwer zu erklären.  So zeigten zwar die Ergebnisse der 
FACS-Analyse eine direkte Bindung markierter Plättchen an Tumorzellen, diese wurde 
jedoch dramatisch gesteigert, wenn Plasma und somit Fibrinogen und Fibronektin dazu 
gegeben wurden. Dabei kam es allerdings zu einer gesteigerten Bildung von Tumorzell-
Plättchen-Aggregaten, die eine Auswertung im FACS stark erschwerten. Die Fibrinogen-
Brücken, die die Bindung von Tumorzellen und Thrombozyten vermitteln, konnten in der 
vorliegenden Studie anhand von fluoreszierendem Fibrinogen mikroskopisch eindeutig 
dargestellt werden.  
Auf die wichtige Rolle von Fibrinogen in der hämatogenen Metastasierung wiesen bereits  
Palumbo et al. hin. Sie fanden in Fibrinogen knock-out-Mäusen eine niedrigere 
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Metastasenzahl als in den entsprechenden Wildtyp-Mäusen (145;146). Als verantwortlicher 
Mechanismus wurde dabei diskutiert, dass sich die Tumorzellen auf dem Endothel weniger 
anheften und vor allem weniger „ausbreiten“. So erschienen diese auf den pulmonalen 
Endothelien der knock-out Mäuse weniger „abgeflacht“, obwohl ihre Anzahl nicht geringer 
war als in der Kontrolle. Diese Abflachung der Tumorzellen auf den Endothelzellen gilt 
dabei als eine Voraussetzung für die Transmigration (147;148). Wie kann man sich also die 
Rolle des Fibrinogens in unserem Modell vorstellen? Die B16D5 können über F3 Fibrinogen 
aktivieren und damit die Fibrinbildung stimulieren. Fibrin selbst bindet dann über den 
CD51/CD29 Rezeptor an die Tumorzelle. An dieses gebundene Fibrin binden dann 
Plättchen über ihren IIb/IIIa Rezeptor, der daneben auch die Aggregation von weiteren 
Thrombozyten vermittelt. Da auf diesem Weg die Ansiedlung und das Überleben der 
Tumorzellen unterstützt werden kann, erschien die Blockade dieser Plättchenadhäsion bzw. 
-aggregation als logische therapeutische Konsequenz und es stellte sich die Frage, welche 
Auswirkung die Blockade dieses Rezeptors auf die Metastasierung hat? 
Um diese Fragestellung zu untersuchen, wurde zunächst die Auswirkung der direkten 
IIb/IIIa-Blockade mittels eines spezifischen Inhibitors (Gantofiban) auf die Metastasierung 
des B16 Melanoms mit der Wirkung von anderen antithrombozytären Wirkstoffen wie 
Acetylsalicylsäure und Clopidogrel verglichen. Während Acetylsalicylsäure über eine 
irreversible Hemmung der Cyclooxygenase 1 und 2 und somit über eine Blockade der 
Prostaglandin- und Thromboxan A2-Bildung wirkt, verursacht Clopidogrel eine irreversible 
Blockade der thrombozytären ADP-Rezeptoren, so dass die ADP-induzierte Aktivierung des 
GP-IIb/IIIa-Rezeptorkomplexes in den Thrombozyten ausbleibt. Da Gantofiban ein 
kompetitiver IIb/IIIa-Inhibitor ist, wirkt es hingegen unabhängig von der Art des Stimulus 
mit einer reversiblen Blockade des Fibrinogenrezeptors.  
Der Test in einem Vorabscreening zeigte, dass die gpIIb/IIIa-Blockade über Gantofiban zur 
stärksten Metastasenreduktion führte. So konnte der Durchschnittswert der Metastasen in 
Mäusen, die über fünf Tage beginnend ein Tag vor bis zu vier Tage nach Tumorzellgabe mit 
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Gantofiban gefüttert wurden, auf circa 60% gesenkt werden. Deshalb wurde dieses 
Medikament für die weiteren Versuche benutzt. 
4.3. Mechanismen der Gantofiban-Wirkung  
EMD 122347 (Gantofiban) ist ein gpIIb/IIIa-Antagonist vom Oxazolidinon Typ mit einem 
Molekulargewicht von 639 Da. Somit handelt es sich um einen sogenannten small molecule 
inhibitor, der erst in der Leber in die aktive Form verstoffwechselt wird. Die effektive 
Blutkonzentration von 3µg/ml, die man mit der in dieser Arbeit verwendeten oralen 
Dosierung von 100mg/Kg KG erreicht, ist 10x höher als die IC50 für die Blockade der durch 
TRAP (Thrombin Rezeptor aktivierende Peptid) induzierten Thrombozytenaggregation. 
Gantofiban wurde als IIb/IIIa-Inhibitor ausgesucht, weil es bereits klinisch zugelassen war 
und im Gegensatz zu anderen Fibrinogenrezeptorantagonisten wie dem Antikörper 
Abciximab oder den RGD-Mimetika Tirofiban, Lamifiban oder Integrelin oral verabreicht 
werden kann.  Daneben erschien das Wirkungsprofil günstiger, da Gantofiban anders als 
die anderen zitierten gpIIb/IIIa-Inhibitoren keine Expression von Ligand Induced Binding 
Sites (LIBS) induziert und somit keinen proaggregatorischen Effekt beim Absetzen der 
Antagonisierung haben sollte. Weiterhin ist die Antagonisierung des gpIIb/IIIa-Rezeptors 
kurzlebig und die Wirkung von Gantofiban damit gut steuerbar. Zusätzlich war Gantofiban 
das einzige Medikament, welches unter den von Dickfeld et al. getesteten gpIIb/IIIa-
Antagonisten die TRAP-induzierte Plättchendegranulierung teilweise inhibieren konnte 
(149). Nach oraler Gabe wird das Medikament  hepatisch verstoffwechselt und seine 
Wirkung hält ca. 24 Stunden an. Daher wurde es im vorliegenden Experiment immer einmal 
täglich ab einen Tag vor der Tumorgabe verabreicht.  
So verabreicht konnte Gantofiban bei der Maus die Lungemetastasenzahl des B16-
Melanoms auf ca. 60% reduzieren. Ein ähnlicher Effekt  wurde in der Literatur für andere 
gpIIb/IIIa-Inhibitoren in anderen Modellen nachgewiesen.  Mit dem nicht-Peptid gpIIb/IIIa-
Antagonisten XV454 zum Beispiel konnten Amirkhosravi et al. die Lungenmetastasenzahl 
des peripher intravenös verabreichten Lewis-Lung-Zell-Karzinoms signifikant reduzieren 
(150). Dabei wurde XV454 sowohl intravenös als auch oral verabreicht und für beide 
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Formen der Verabreichung wurde eine signifikante Reduktion der Oberflächenmetastasen 
18 Tage nach der Tumorgabe nachgewiesen. Die Ergebnisse von XV454 auf die 
Metastasierung des Lewis-Lung-Karzinoms (LL) können allerdings nicht ohne weiteres auf 
das B16 Melanom übertragen werden, weil es sich um komplett unterschiedliche 
Tumormodelle handelt. So konnten Kienast et al. im Modell der Gehirnmetastasenbildung 
intravitalmikroskopisch zeigen, dass bei dem Lungenkarzinom PC14PE6 die Umwandlung 
von Mikrometastasen (4 bis 50 Zellen) in Makrometastasen (>50 Zellen) für die weitere 
Bildung einer Metastase entscheidend war, während bei der Melanomlinie MDA-MB-435 
als kritischster Schritt die Entwicklung von der Einzelzelle zu einer Mikrometastase 
angesehen wurde (151). Da die Plättchen eine wichtige Rolle insbesondere in den frühen 
Schritten der Metastasierung spielen, in der die Einzelzellen sich in den Lungen festsetzen 
und adhärieren, sollte die IIb/IIIa-Blockade in Melanommodellen noch erfolgreicher sein als 
bei der Verwendung der Lungenkarzinomzellen. Dies konnte in der vorliegenden Studie für 
die metastasenreduzierende Wirkung von Gantofiban auf das B16 Melanom eindeutig 
nachgewiesen werden.  
Auf welche Weise hängt nun die Blockade des gpIIb/IIIa-Rezeptors auf Thrombozyten mit 
der Reduktion der Metastasen zusammen? Der gpIIb/IIIa-Rezeptor ist für Plättchen und 
Megakaryozyten spezifisch. Obwohl er auch von einigen Tumorlinien exprimiert wird 
(152;153), waren die hier verwendeten B16D5-Tumorzellen für diesen Rezeptor negativ. 
Damit kann die blockierende Substanz nur an den Plättchen wirken. Hier hemmt sie die 
Plättchenadhäsion und –aggregation. Als Ligand für das gpIIb/IIIa der Plättchen kommen 
Fibrinogen, Fibronectin, von Willebrandfaktor, Vitronectin und Thrombospondin in Frage. 
Für die hier dargestellten Versuche bei weitgehend intaktem Endothel kommen davon vor 
allem Fibrinogen und das plasmatische Fibronektin in Frage. Eine Stimulation der Plättchen 
mit Thrombin oder ADP kann deren Bindung an nicht immobilisertem Fibrinogen bewirken. 
Wie die Versuche zur PCA mit den B16D5 Zellen zeigten, sind die Tumorzellen in der Lage, 
Thrombin direkt zu aktivieren. Dieses steht dann zur Aktivierung der Plättchen zur 
Verfügung und kann so deren Adhärenz über gpIIb/IIIa und Fibrinogen/Fibrin vermitteln. 
Auch ein hypoxischer Zustand der Endothelzellen, der durch  physikalisch festgehaltene 
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Tumorzellen in der Mikrozirkulation möglich ist, könnte zu einer ADP Freisetzung und zu 
einer Thrombozytenaktivierung führen. Auf die Bedeutung dieses Aktivierungsweges 
weisen die Ergebnisse zur Wirkung von Clopidogrel hin: die tägliche Gabe von Clopidogrel 
führte ebenfalls in dem bereits erwähnten Vorabscreening zu einer Metastasenreduktion. 
Diese war jedoch geringer als die, die durch Gantofiban erzielt wurde. Die durch 
Gantofiban verursachte Hemmung der gpIIb/IIIa-Bindung sollte zur Bildung von weniger 
Mikroemboli von Tumorzellen und Plättchen führen. Diese haben üblicherweise zur Folge, 
dass die Tumorzellen kurz nach der intravenösen Gabe in den Lungenkapillaren 
hängenbleiben (154). So scheinen Tumore, die eine plättchenaktivierende Wirkung 
ausüben, bevorzugt in den Lungen zu metastasieren (155). Die Behandlung mit Gantofiban 
sollte daher zu einer Reduktion der Anzahl an Tumorzellen führen, die sich in den 
Lungenkapillaren festsetzen. Ein weiterer Aspekt der gpIIb/IIIa-Blockade besteht darin, 
dass die Thrombozyten über diesen Rezeptor aktiviert werden und dann Mediatoren 
freisetzen können. Dies kann dann durch Gabe des Antagonisten reduziert werden (156). 
Thrombozytenfaktoren, die für das Überleben und die Ansiedlung von Tumoren von 
Bedeutung sein könnten sind dabei Wachstumsfaktoren, wie Pdgf, VEGF-a sowie 
Entzündungsmediatoren, wie Platelet Factor-4, Interleukin-8, Mip-1α, Rantes, Ccl17, Ccxl1, 
Cxcl5. Von diesen sind einige in der Lage, sowohl die Proliferation der Tumorzelle als auch 
die Attraktion von sogenannten Nischenzellen zur stimulieren. Bei den zuletzt genannten 
handelt es sich um Zellen aus dem Knochenmark, die vor Ort eine Nische bilden können, in 
der Tumorzellen besser überleben, wie Kaplan et al. zeigen konnten(157). Sie beobachteten 
einen chemotaktischen Gradient von CXCL12 und eine Migration von VEGF-Rezeptor 
positiven Zellen an diejenigen Stellen, an denen sich Metastasen entwickeln. Mit der 
Behinderung der Rekrutierung dieser Nischenzellen kann sich die Extravasation der 
Tumorzellen verzögern und es verlängert sich in der Folge die Zeit, in der die Zellen 
intraluminal bleiben und somit für die Immunabwehr erreichbar sind. Dieser Effekt  kann 
durch das Fehlen von Brückenmolekülen wie z.B. Fibrin noch verstärkt werden. Gantofiban 
könnte somit sowohl zu einer Reduktion der Zahl an lokalen B16D5 Tumorzellen in der 
Lunge als auch zu einer besseren Zugänglichkeit der Tumorzellen für aktivierte CTLs und 
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Abwehrzellen führen. Aus dieser Überlegung leitete sich daher auch die Idee ab, die 
IIb/IIIa-Blockade mit dem adoptiven Transfer von spezifischen zytotoxischen T-
Lymphozyten zu kombinieren. Hierzu gab es bisher in der Literatur keine entsprechenden 
Daten, so dass es sich um einen völlig neuen Ansatz handelt.  
4.4. Adoptiver T-Zell-Transfer und gpIIb/IIIa Blockade 
Als Modell, um die Wirkung der Kombination der gpIIb/IIIa-Blockade mit einer zellulären 
Immuntherapie zu testen, wurden das B16 Melanom und der adoptive Transfer von 
spezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten benutzt. Das B16 Melanom gilt als wichtiges 
Modell an dem Immuntherapieschemata getestet werden. Dieser Tumorstamm zeigt eine 
sehr niedrige Expression von MHC Molekülen der Klasse I und ist somit ein nur wenig 
immunogener Tumor. Eine Immunreaktion lässt sich weder durch Bestrahlung der 
Tumorzellen, noch mit dem Zusatz von BCG oder C. parvum, welches eine Immunantwort 
in anderen Tumormodellen erzeugen kann (158;159), verlässlich induzieren. Auch eine 
hochdosierte IL-2-Therapie erzielt keine signifikanten Ergebnisse in diesem Modell. Selbst 
die Transfektion mit dem kostimulatorischen Molekül B7-1, eine Maßnahme, die in anderen 
wenig immunogenen Tumoren eine Immunantwort produziert, hat eine deutlich geringere 
Wirkung auf das B16 Melanom (160;161). Es ist ein schwieriges Modell, bei dem gängige 
Vakzinierungsstrategien meist zu spät kommen. Allerdings haben Winter et al. zeigen 
können, dass mit einer GM-CSF transfizierten Tumorlinie nach s.c. Immunisierung in 
lokalen Lymphknoten sensibilisierte T-Zellen induziert werden, die nach ex vivo Expansion 
mit anti-CD3 und IL-2 für eine Therapie verwendet werden können (162). Die sensibili-
sierten zytotoxischen T-Lymphozyten (CTLs) müssen dann in einem Zeitraum von bis zu 
drei Tagen nach Tumorinjektion ebenfalls intravenös verabreicht werden. Zusätzlich muss 
nach dem Transfer IL-2 täglich verabreicht werden, um die CTLs weiter in vivo zu 
stimulieren.  
Dieses Immuntherapiemodell wurde gewählt, weil es sich um ein erfolgreiches Modell 
handelt, das zu einer kompletten und dauerhaften Heilung der behandelten Tiere führen 
kann. Als tumorfrei galten dabei Mäuse, die keine makroskopisch sichtbaren Metastasen 
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auf der Lungenoberfläche zeigten. Diese Auswertungsmethode findet ihre Grenze darin, 
dass das Innere des Organs sowie eventuelle Mikrometastasen, die dem Auge entgehen, 
unberücksichtigt bleiben. Langzeitversuche haben jedoch gezeigt, dass Mäuse, die auch 
nach zehn Tagen noch keine sichtbaren Oberflächenmetastasen auf ihrer Lunge entwickelt 
hatten, länger als 200 Tage überlebten. Sie gelten somit als vollständig geheilt (163).  
Der vollständige Heilungserfolg dieses Immuntherapiemodells ist jedoch von einigen 
Voraussetzungen abhängig. So muss der T-Zell-Transfer spätestens am dritten Tag nach 
Tumorgabe erfolgen. Beginnt die Behandlung nur einen Tag später, entwickeln sich 
weiterhin Metastasen auf den Lungen der Tiere. Daneben muss außerdem eine adäquate 
Anzahl an T-Lymphozyten transferiert werden um ein geeignetes Effektor/Zielzell-
Verhältnis (E/T) zu erreichen. Daher müssen nach intravenöser Gabe von 2x105 
Tumorzellen mindestens 3,5x107 CTLs verabreicht werden um eine Heilung zu erreichen. 
Diese Voraussetzungen schränken die Übertragbarkeit dieses Modells auf klinische Studien 
ein: Immuntherapieschemata in einem klinischen Setting kommen erst zu einem deutlich 
späteren Zeitpunkt zum Einsatz, außerdem darf das Risiko von Nebenwirkungen und 
Thromboembolien nicht vernachlässigt werden, das mit der Verabreichung von sehr großen 
Zellzahlen verbunden ist.  
Um das Immuntherapieschema so zu verbessern, dass es auf klinische Studien übertragen 
werden kann, muss also das therapeutische Fenster erweitert und das E/T-Verhältnis 
verbessert werden, ohne dabei die CTL-Zahl erhöhen zu müssen. Dafür muss man das 
Tumorzellüberleben bzw. die Tumorproliferation in den Lungen als Zielorgan erschweren. 
Tumorzellen eignen sich homeostatische Mechanismen wie die Plättchenadhäsion an, um 
in den Lungen der Mäuse überleben und wachsen zu können. Dieser Mechanismus kann 
eine mögliche Achillesferse im Metastasierungsprozess darstellen. Daher wurde die 
gpIIb/IIIa Blockade mit dem vorgestellten Immuntherapiemodell kombiniert mit dem Ziel, 
das zeitliche Fenster für die Therapie bei gleichbleibender CTL-Zahl erweitern zu können. 
Anstatt an Tag drei wurden die CTLs an Tag vier, fünf und sechs nach der Tumorgabe 
verabreicht. Zusätzlich wurden die Mäuse mit dem gpIIb/IIIa-Inhibitor Gantofiban bis zum 
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Tag des Transfers gefüttert. Eine Fortführung der IIb/IIIa-Blockade über den Tag des 
Transfers hinaus erschien deshalb nicht sinnvoll, weil der gpIIb/IIIa vor allem die ersten 
Schritte der Metastasierung wie Ansiedlung, Adhäsion und Extravasation betrifft. So 
erbrachte  eine Fortführung der Therapie mit dem gpIIb/IIIa-Antagonisten XV454 über die 
ersten Tage nach Tumorgabe hinaus keinen signifikanten Effekt auf die Metastasierung des 
Lewis-Zell-Karzinoms in der Studie von Amirkhosravi et al. (164). 
Die Kombination der gpIIb/IIIa-Blockade mit dem CTL-Transfer erwies sich zu jedem 
Zeitpunkt als effektiver gegenüber der alleinigen Immuntherapie. So konnte die  
Metastasenzahl an Tag 4 um ca. 99 %, an Tag 5 um ca. 89% und an Tag 6 um ca. 73% 
reduziert und damit das Ziel der Erweiterung des therapeutischen Fensters erreicht 
werden. Die Ergebnisse zeigen aber auch, dass eine Verlängerung des therapeutischen 
Fensters nicht unbegrenzt möglich ist. So steigt die Metastasenzahl, unabhängig von dem 
Zusatz von Gantofiban, je später der Transfer erfolgt.  
Durch welchen Mechanismus verbessert nun Gantofiban die Ergebnisse des CTL-Transfers 
an Tag 4, 5 und 6? Dabei kommen prinzipiell zwei Möglichkeiten in Frage. Zum einen kann 
die Reduktion der Tumorzellen vor Ort das E/T-Verhältnis verbessern, zum anderen kann 
die Reduktion der Plättchenadhäsion zu einer besseren Zugänglichkeit der Tumorzellen für 
die CTLs und somit zu einer effizienteren Immunantwort führen. 
4.5. Mechanismen der Kombination gpIIb/IIIa Blockade und T-Zell-Transfer 
4.5.1. Die gpIIb/IIIa-Blockade und das E/T-Verhältnis. 
Als Hypothese, um die synergistische Wirkung von Gantofiban in Kombination mit dem 
CTL-Transfer zu erklären, wurde zunächst angenommen, dass die IIb/IIIa-Blockade zu einer 
niedrigeren Tumorzellzahl vor Ort und somit zu einem günstigeren E/T-Verhältnis führt. 
Ein adäquates E/T-Verhältnis ist eine der Voraussetzungen für den Erfolg des Transfers.  Im 
hier verwendeten Modell wurden erst 2x105 Tumorzellen und dann 3,5x107 CTLs 
verabreicht. Dies ergibt rein rechnerisch ein E/T-Verhältnis von 175 CTLs zu einer 
Tumorzelle. Dieses Verhältnis gilt allerdings nur unter der Voraussetzung, dass alle Zellen 
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überleben und die Tumorzellen nicht sofort proliferieren. Der Einfluss des E/T ist 
wahrscheinlich noch größer, als die rechnerischen Verhältnisse es nahelegen, da initial in 
der Lunge Tumorzellen absterben. Wenn also die gpIIb/IIIa-Blockade das initiale E/T 
dramatisch verschiebt, dann sollte sich dies in der Zahl der lokalen Tumorzellen 
niederschlagen.  
Wie kann nun Gantofiban das E/T-Verhältnis in der Lunge verbessern? Durch die Reduktion 
der Plättchenadhäsion erreichen die Tumorzellen die Lungen eher als Einzelzellen anstatt 
als Zellaggregate. Damit ist es vorstellbar, dass vermehrt Einzelzellen durch das 
Kapillarbett gelangen und in andere Organe wandern. Die Analyse auf sichtbare Metastasen 
in Leber, Milz und Niere brachte dazu keine Hinweise. Ebenso führte die Analyse des 
tumorspezifischen Markers Pmel zu keinem eindeutigen Anstieg des Signals in diesen 
Organen. Damit erscheint diese Möglichkeit als eher unwahrscheinlich. Eine weitere 
Möglichkeit, dass das E/T-Verhältnis ansteigt, ist gegeben, wenn Einzelzellen vor Ort eine 
schlechtere Überlebensrate aufweisen. Hinweise darauf, dass die Bildung von Tumor-
aggregaten nicht nur wichtig für die lokale Ansiedlung, sondern auch für das weitere 
Überleben ist, finden sich in den langzeit-intravitmikroskopischen Untersuchungen von 
Kienast et al. (165). Als mögliche Gründe dafür, ist es vorstellbar, dass einzelne 
Tumorzellen anfälliger für den Scherstress des Blutes sind, der zur Dislokation führen kann 
oder aber die entsprechenden Integrinsignale nicht vermittelt werden können, die vor der 
Apoptose schützen (166). Diese Signale könnten Brückenmoleküle wie Fibronektin und 
Fibrinogen vermitteln und so nicht nur die Apoptose verhindern, sondern auch die 
Anheftung an das Gefäß verbessern. Weitere Hinweise darauf kommen aus der bereits 
zitierten Studie von Palumbo, in der man eine fehlende Ausbreitung der Tumorzellen auf 
den Lungenendothelien unter Fibrinogenblockade beobachten konnte (167). Ein Grund 
dafür könnte sein, dass dieses Ausbreiten bzw. Stretching der Tumorzellen eine 
Voraussetzung für deren Transmigration ist.  
Um nun zu verstehen, ob Gantofiban vor allem das E/T Verhältnis beeinflusst oder aber zur 
Ansiedlung von Einzelzellen führt, die besser zugänglich sind, musste die Zahl der 
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überlebenden Tumorzellen in der Lunge bestimmt werden. Dieses ist histologisch nur sehr 
schwer möglich und mit einer großen Fehlerquote behaftet, da eine relativ kleine 
Tumorzellzahl in der Lunge dargestellt werden muss: nach Angaben der Literatur 
überleben nur etwa 10% der injizierten Zellen (2x104) und diese verteilen sich auf beide 
Lungenflügel(168-170). Eine Möglichkeit, die Anzahl der Tumorzellen doch zu bestimmen 
stellt der Nachweis eines spezifischen Markergens (Pmel/Si GeneID 20431) mittels PCR in 
der Lunge dar. Mit Hilfe der PCR lassen sich weniger als 100 Zellen in einer Probe 
nachweisen. Diese Methode kam deshalb hier zum Einsatz. Überraschenderweise war dabei 
das Signal des tumorspezifischen Markers Pmel bei den therapierten Tieren höher als in 
der Kontrolle. Damit muss man davon ausgehen, dass sich in dieser Gruppe initial mehr 
Tumorzellen festsetzen und/oder überleben als in der unbehandelten Gruppe. Damit kann 
ein geändertes E/T Verhältnis nicht der entscheidende Punkt in der Überlegenheit der 
Kombinationstherapie sein. Da allerdings am Ende des Beobachtungszeitraumes von 10 
Tagen bei der kombinierten Therapie immer weniger Metastasen nachzuweisen sind, 
müssen die Tumorzellen im Verlauf ihre Proliferation einstellen oder aber von der 
Immunabwehr eliminiert worden sein. Beides kann durch eine intravasale Lage der 
Tumorzellen ohne Abschirmung durch Gerinnungsfaktoren und Plättchen begünstigt 
werden. Nach Untersuchungen von Kienast et al. bilden sich manifeste Metastasen nur, 
wenn die Tumorzellen in einem Zeitraum von ca. 5-6 Tagen das Gefäßbett verlassen haben 
(171). Schaffen sie dies nicht, so gehen sie in einen Ruhezustand (Dormancy) über oder 
sterben ab. Damit muss für die B16-Zellen nach gpIIb/IIIa-Blockade angenommen werden, 
dass sie länger im Gefäßbett bleiben und entweder absterben oder vom Immunsystem 
erkannt werden.  
4.5.2 Die gpIIb/IIIa-Blockade und die Elimination der Tumorzellen 
Nachdem die Untersuchung des Pmel-Signals in den Lungen von gpIIb/IIIa-blockierten 
Tieren gezeigt hatte, dass die lokale Tumorzellzahl in dieser Gruppe sogar höher war als in 
der Kontrolle, musste die Hypothese getestet werden, ob die Tumorzellen unter 
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Gantofibanbehandlung eine niedrigere Überlebensrate im Verlauf aufweisen oder durch das 
Immunsystem besser eliminiert werden.  
Was beeinflusst nun das Überleben der Tumorzellen? Kienast et al.  konnten zeigen, dass in 
der Entwicklung einer Hirnmetastase aus einer Melanomzelle zunächst 40-50% der 
Einzelzellen an dem Schritt der Extravasation scheitern, dann weitere 10% der Zellen 
sterben, die keinen Kontakt zum Gefäßsystem behalten haben und ein Drittel von denen, 
die sich perivaskulär befinden (172). Während bei Lungenkarzinomzellen (PC14-PE6) der 
Schritt von der Mikro- zur Makrometastase für die „metastatic inefficiency“ verantwortlich 
ist, besteht diese für die von Kienast et al. untersuchte Melanomlinie (MDA-MB-435) im 
Übergang der Einzelzelle zu einer Mikrometastase (173). Außerdem entwickelte sich in der 
zitierten Studie keine Hirnmetastase aus Einzelzellen, die länger intravasal blieben (>9 
Tage), keinen Kontakt zum Gefäßsystem behielten und keine geeignete Vaskularisation 
entwickelten. Wie Kaplan et al. (174) zeigten, verlassen die Tumorzellen das Gefäßsystem, 
behalten aber Kontakt, indem sie eine Proliferationsnische bilden. Diese wird durch 
aktiviertes Endothel, Fibronektin und Feederzellen wie VEGFr1-positive Zellen aus dem 
Knochenmark gebildet. Hierbei können die Plättchen mit Fibronektin sowie mit weiteren 
Faktoren wie VEGF-a oder CXCL12 beitragen, die zum einen das Endothel stimulieren und 
zum anderen die Knochenmarkzellen anlocken können. Die Nische bildet einen geschützten 
Raum, in dem die Tumorzellen proliferieren können und dem Immunsystem entgehen. Um 
zu testen, ob die Plättchenadhäsionsblockade mittels Gantofiban mit der Nischenbildung 
interferiert und die Elimination der Tumorzellen durch die Immunabwehr beeinflusst, 
wurde die Plasmakonzentration von thrombozytären Mediatoren untersucht, welche 
möglicherweise für die Nischenbildung wichtig sind sowie die von Chemokinen, die eine 
Aktivität des Immunsystems anzeigen.  
Auf eine Aktivierung  mit Freisetzung von Mediatoren durch die Thrombozyten deutet dabei 
die Plasmakonzentration von TGF-β hin. So konnte in dieser Studie bereits zwei Stunden 
nach peripher venöser Gabe von B16-Melanomzellen ein Peak in der Plasmakonzentration 
von TGF-β gemessen werden. Dieses Chemokin übt eine chemotaktische und 
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modulatorische Wirkung auf Immunzellen aus. Unter anderem scheint es den 
Metastasierungsprozess durch die Suppression der Makrophagenaktivität zu unterstützen 
(175-177). So führt die Kombination von anti-TGF-β und IL-2 zu einer signifikanten 
Metastasenreduktion (178). Auch die lebenslange Verabreichung von TGF-β-Antagonisten 
schützt Mäuse vor Metastasen (179). Ein TGF-β Peak zwei Stunden nach Tumorzellgabe 
deutet hier allerdings auf eine Aktivierung der Plättchen hin. Dieses kann eine 
immunsuppressive Wirkung auf Makrophagen entfalten und so zum Überleben der 
Tumorzellen beitragen. Im Vergleich zur Kontrolle blieb in gpIIb/IIIa-blockierten Mäusen 
der besagte 2-Stunden-Peak der TGF-β Konzentration aus. Das bedeutet, dass die 
Plättchenaktivierung in dieser Gruppe geringer ist und möglicherweise die Makrophagen 
auf die Tumorzellen effektiver reagieren. Als weiterer Hinweis auf die Reaktion von 
Monozyten/Makrophagen muss auch die höhere TNF-α-Konzentration gelten, die in der 
vorliegenden Studie in der Gantofiban-Gruppe gemessen werden konnte. Mittels  TNF-α 
können Makrophagen Tumorzellen zerstören. So wurde in einer Studie eine niedrigere 
TNF-α-Produktion durch peritoneale Makrophagen bei Mäusen gemessen, die 
Melanomzellen iv. erhalten hatten, als in der Kontrollgruppe (180).  Der Anstieg beider 
Faktoren in gpIIb/IIIa-blockierten Mäusen lässt eine erhöhte Immunreaktion vermuten. Eine 
mögliche Erklärung für die effizientere Makrophagenreaktion in den ersten Tagen nach 
Tumorgabe in gpIIb/IIIa-blockierten Mäusen könnte in der Abwesenheit der physikalischen 
Barriere liegen, die die Plättchen zwischen den Tumorzellen und den Abwehrzellen bilden. 
Die Tumorzellen bleiben unter der Plättchenadhäsionsblockade länger intravasal und sind 
damit für die Abwehrzellen besser zugänglich. Eine Abschirmung der intravasal liegenden 
Tumorzellen kann durch das Rekrutieren von Knochenmarkprogenitoren erfolgen. Diese 
bilden nach Untersuchungen von Kaplan et al. die sogenannte metastatische Nische (181). 
Deren Induktion erfolgt dabei durch Mediatoren, die teilweise von den Tumoren, aber auch 
von anderen Zellen produziert werden können. Dabei spielen VEGF (182;183) sowie das 
Chemokin Cxcl-12 (184;185) eine entscheidende Rolle. Aus diesem Grunde wurden diese 
im Plasma der Tiere untersucht. Die VEGF-Plasmakonzentration war in der vorliegenden 
 83 
Studie bei gpIIb/IIIa-blockierten Mäusen zu jedem Zeitpunkt signifikant niedriger als in der 
Kontrolle. Dabei kann dieses nicht alleine aus den Tumorzellen stammen, sondern wird 
vermutlich auch von den Plättchen sezerniert.  Auch Amirkhosrhavi et al. (186) massen in 
vitro die VEGF-Konzentration im Plasma, in dem humane A375 Melanomzellen und 
Plättchen inkubiert wurden. 30 Minuten nach dem Beginn der Inkubation konnten sie 
mittels FACS zeigen dass 87% der Tumorzellen an den Plättchen adhärierten. Zusätzlich 
kam es zu einer Freisetzung von VEGF, die mit der Zeit progressiv zunahm. Die VEGF-
Konzentration, die die A375 Melanomzellen unter normoxischen Bedingungen 
sezernierten, lag unter 20pg/ml. Nach Inkubation mit den Thrombozyten im Plasma 
erreichte die VEGF-Konzentration mehr als 100pg/ml. Wurden jedoch die Plättchen mit 
dem gpIIb/IIIa-Antikörpers Abciximab vorinkubiert (50ug/ml), sank die VEGF-Konzentration 
auf ca. ein Drittel dieses Wertes. Dieser Mechanismus kann deshalb in den hier 
vorgestellten Untersuchungen auch wirksam sein, wurde allerdings in vivo gezeigt. VEGF-a 
selbst ist dabei in der Lage, die Permeabilität des Endothels zu erhöhen und damit die 
Transmigration von Tumorzellen zu verbessern (187) was ebenfalls die Überlebenschance 
von Tumorzellen erhöht.  
Neben VEGF können Thrombozyten auch das Chemokin CXCL12 sezernieren welches in 
der Lage ist, chemotaktisch CXCR4 positive Knochenmarkszellen anzulocken und so zur 
Bildung einer Tumornische beizutragen. Die Bestimmung der Konzentration dieser 
Substanz im Plasma zeigte hier eine Verschiebung des zeitlichen Peaks. So war die 
Konzentration dieses  Chemokins in gpIIb/IIIa-blockierten Mäusen am dritten Tag nach 
Tumorgabe höher und am vierten Tag niedriger als in der Kontrollgruppe. Dies würde 
bedeuten, dass die Rekrutierung von Knochenmarkprogenitoren in gpIIb/IIIa-blockierten 
Mäusen früher als bei der Kontrolle fände. Dies erscheint allerdings unwahrscheinlich, da 
es bei gpIIb/IIIa-blockierten Mäuse zu einer niedrigeren Metastasenzahl als bei der 
Kontrolle  kommt. CXCL12 soll darüber hinaus im B16/OVA-Modell eine Chemorepulsion 
von CTLs verursachen (188). So müsste die Verabreichung von CTLs am Tag drei bei mit 
Gantofiban behandelten Mäusen zu einer höheren Metastasenzahl führen als in der 
Kontrolle. Da die Mäuse, die am Tag drei mit dem hier verwendeten Immuntherapischema 
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behandelt werden, metastasenfrei sind, wurde nicht getestet, wie sich die gpIIb/IIIa-
Inhibition auf diese Gruppe auswirkt. Es erscheint jedoch eher unwahrscheinlich, dass es 
zu einer größeren Metastasenzahl in diesen Mäusen kommt. 
Insgesamt sprechen die anfänglich niedrigere TGF-β, die höhere TNF-α und die niedrigere 
VEGF-a-Plasmakonzentration für ein Ausbleiben der Plättchenaktivierung und für eine 
effizientere Makrophagenaktivität in Gantofiban behandelten Mäusen. Der Grund dafür liegt 
möglicherweise in der besseren Exposition der Tumorzellen, die unter anderem aus der 
Verzögerung der Nischenbildung durch Knochenmarkprogenitoren resultieren könnte. 
Somit können Immunabwehrzellen die Tumorzellen besser eliminieren.  
Abwehrzellen, die für die Elimination der Tumorzellen in Frage kommen, sind  CD4+ und 
CD8+ Zellen, Makrophagen (189) und NK-Zellen (190). Die CD4+ Zellen nutzen für die 
Elimination von Tumorzellen den apoptoseninduzierenden Fas-Liganden (Fas-L), IFN-γ und 
TNF-α. Die CD8+ T-Lymphozyten verwenden Perforin und Granzym. Die Makrophagen 
sezernieren toxische Moleküle wie Stickstoffmonoxid, Sauerstoffradikale, TNF-α und Trail 
(TNF-related apoptosis inducing ligand), die NK-Zellen Mediatoren wie IFN-γ und Perforin 
(191;192). 
Um zu testen, ob es unter gpIIb/IIIa-Blockade zu einer effizienteren Aktivität dieser 
Abwehrzellen kommt, wurde die Genexpression von CD4, CD8, Perforin, Granzym und 
Nkg2d in den Lungen der Mäuse untersucht. Hierbei zeigte sich ein höheres Signal sowohl  
für CD8 als auch für Perforin und Nkg2d in den Lungen von Mäusen, die mit Gantofiban 
behandelt wurden. Diese Ergebnisse könnten bedeuten, dass vermehrt spezifische (CD8+ 
Lymphozyten) als auch unspezifische Immunabwehrzellen (NK-Zellen) in der Lunge von 
gpIIb/IIIa-blockierten Tieren nachweisbar sind. 
Die Hauptursache für diese effizientere Immunreaktion scheint darin zu liegen, dass unter 
der gpIIb/IIIa-Blockade die Tumorzellen vereinzelt auf den Kapillarendothelien vorliegen 
und somit besser für zirkulierende Immunabwehrzellen zugänglich sind. Dies kann auch 
dadurch begünstigt werden, dass in Abwesenheit der Plättchen weniger Mediatoren 
ausgeschüttet werden, die z.B. KM-Zellen anlocken können, die für die Bildung einer 
metastatischen Proliferationsnische wichtig sind und daneben die Extravasation ins Gewebe 
 85 
verzögert wird. Damit kann für die B16D5 Tumorzellen nach gpIIb/IIIa-Blockade 
angenommen werden, dass die Tumorzellen länger im Gefäß bleiben und entweder 
absterben oder aber vom Immunsystem erkannt werden. Gleichzeitig  wirken zytotoxische 
T-Lymphozyten bei direktem Kontakt mit den Zielzellen effektiver, um über CD95L/CD95 
Interaktion bzw. das Einschleusen von Perforin/Granzym die Zytotoxizität zu vermitteln. 
Diese Mechanismen könnten erklären warum es bei Gantofiban-behandelten Mäusen zu 
einer kleineren Metastasenzahl kommt, obwohl sich anfänglich sogar mehr Tumorzellen in 
den Lungen festsetzen (höheres Pmel-Signal).  
Eine Problematik dieser Studie ergibt sich daraus, dass ausschließlich die makroskopischen 
Metastasen berücksichtigt wurden. So ist es auch möglich, dass die initial größere 
Tumorzellzahl von gpIIb/IIIa-blockierten Mäusen nicht zu einer erhöhten Metastasenzahl 
am Tag 10 führt, weil eine größere Anzahl an Tumorzellen in einem schlafenden Zustand 
verharrt (Dormancy). Dies kann nicht ausgeschlossen werden und könnte erst durch 
Langzeitüberleben-Studien entkräftet werden. Darauf deutet auch das relativ hohe Pmel 
Signal in der Lunge hin. Allerdings haben intravitalmikroskopische Studien gezeigt, dass 
Tumorzellen, die nach 5 Tagen noch nicht das Gefäßsystem verlassen haben, nicht weiter 
proliferieren und damit nicht zur Metastasenbildung beitragen können. Diese Zellen 
müssten das Gefäß verlassen haben und in unmittelbarer Nähe desselben „überwintern“. 
Dafür gibt es zwar histologisch keine Belege, berücksichtigt man aber, dass VEGF die 
Permeabilität des Endothels erhöhen und damit die Emigration von Tumorzellen erleichtern 
kann, so weist die reduzierte VEGF-a Konzentration bei den Gantofiban behandelten Zellen 
darauf hin, dass die Tumorzellen länger intravasal verbleiben und durch die Immunabwehr 
eliminiert werden können. Damit erscheint der letztgenannte Weg als wenig 
wahrscheinlich. 
Zusammenfassend hat die Pmel-Expression gezeigt, dass die Beeinträchtigung der 
Thrombozytenadhäsion zu Beginn zu einer höheren Tumorzellzahl in den Lungen der 
Mäuse führt. Die niedrigere Metastasenzahl, die zehn Tage nach Tumorgabe in Gantofiban-
behandelten Mäusen nachweisbar ist, kann deshalb darauf zurückgeführt werden, dass es 
 86 
zu einer stärkeren Reaktion der unspezifischen und der spezifischen Immunabwehr direkt 
nach Tumorgabe und zu einer besseren Exposition der Tumorzellen für die Abwehrzellen 
kommt. Beide Faktoren führen zu einer besseren Tumorzellelimination im Verlauf, so dass 
sich unter Gantofibanbehandlung weniger Metastasen entwickeln als in der Kontrolle und 
es durch die Kombination mit dem CTL-Transfer zu einer effizienteren Metastasenreduktion 
kommt. 
4.6. Schlussfolgerungen 
Trotz großer Fortschritte in den Kenntnissen über Metastasierung und Tumorimmunologie, 
ist die klinische Anwendung der Immuntherapie in der Behandlung von soliden Tumoren 
bislang nicht überzeugend. Die Analyse von 1.300 Vakzinierungsprotokollen zeigte eine 
Gesamtansprechrate von 3% (193). Von allen Schemata hat bislang der adoptive Transfer 
von in vitro expandierten zytotoxischen T-Lymphozyten die besten Ergebnisse gezeigt. Die 
Entwicklungen deuten jedoch an, dass eine Kombination unterschiedlicher Ansätze 
notwendig ist, um Ansprechrate und Ergebnisse der Immuntherapie entscheidend zu 
verbessern. Eine lymphoablative Präkonditionierung wird zum Beispiel zur Zeit mit dem 
CTL-Transfer in klinischen Studien kombiniert. Durch diese Präkonditionierung werden 
CD4+/CD25+ regulatorische T-Zellen (TReg) eliminiert, die eine Immunsuppression hervor-
rufen. Ähnliche Effekte können auch durch TNF-Gabe erreicht werden (194).  Nach der 
besten Kombination wird allerdings noch gesucht. Eine mögliche Ergänzung könnte daher 
die in dieser Studie im Maus-Modell getestete Kombination mit der Plättchenadhäsions-
blockade sein.  
Die Plättchen, sowie die Gerinnung, wurden in der hier vorgestellten Studie als Faktoren 
erkannt, die die Metastasierung im B16-Melanom-Maus-Modell unterstützen. So ruft die 
Hemmung ihrer Adhäsion mittels Gantofiban eine signifikante Tumorreduktion hervor. 
Kombiniert man den Effekt der Plättchenadhäsionsblockade mit einem adoptiven Transfer 
von zytotoxischen T-Lymphozyten, so ist die Metastasenreduktion signifikant stärker als 
durch die alleinige Immuntherapie. Als mögliche Erklärung für diesen Synergismus fand 
sich ein verändertes Profil immunmodulatorischer (höhere TNF-alpha und niedrigere TGF-β 
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Konzentration) und tumorunterstützender Zytokine (niedrigere VEGF-Konzentration). Der 
Eindruck einer stärkeren Immunreaktion in Gantofiban-behandelten Tieren konnte durch 
Genexpressionsanalyse verstärkt werden. Somit erwies sich die Kombination eines 
einfachen und klinisch zugelassenen Ansatzes wie der Blockade des gpIIb/IIIa-Rezeptors 
mit dem Transfer von zytotoxischen Lymphozyten als eine vielversprechende Möglichkeit, 
die Grenze der Immuntherapie zu erweitern. Dieser in der Maus erfolgreiche Ansatz sollte 
nun in klinischen Studien getestet werden, um so Ansprechrate und Ergebnisse des CTL-
Transfers beim Menschen zu verbessern.  
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V. ZUSAMMENFASSUNG 
 
 
Die Metastasierung von Tumorzellen ist ein komplexer Vorgang, bei dem sich Tumorzellen 
aus dem Verband lösen, in Blut oder Lymphe wandern, sich dann in einem Zielorgan fest 
setzen und weitere Tumore bilden. Die Chirurgie, die Chemo-, die Strahlen- und die 
Immuntherapie stellen die vier Säulen der Behandlung dar. Die Prognose einer 
metastasierten Tumorerkrankung bleibt jedoch sehr infaust. Ein besseres Verständnis der 
Vorgänge der Metastasierung ist dringend notwendig, um geeignete therapeutische 
Strategien zu entwickeln. Für die Untersuchung dieses Prozesses sind Tiermodelle 
hilfreich. Ein solches stellt z.B. die intravenöse Gabe von B16D5 Tumorzellen in C57 
Mäusen dar. Dabei lässt man die Initialvorgänge der Metastasierung, wie lokales 
Tumorwachstum, Mobilisierung und Migration außer Acht und beginnt bei der 
hämatogenen Streuung der Tumorzellen. Die Tumorzellen siedeln sich nach intravenöser 
Gabe bevorzugt im nächsten Kapillarbett z.B. in der Lunge an. Interessanterweise ist ihr 
Überleben in der Lunge sehr ineffektiv. Neben Adhäsionsmolekülen benötigen sie Schutz 
vor Scherstress (shear stress) aber auch den Angriffen der Immunabwehr, um zu überleben. 
Ziel der Doktorarbeit war es deshalb, die Bedingungen des lokalen Überlebens der 
Tumorzellen zu beschreiben und zu untersuchen, ob therapeutische Interventionen, die 
damit interferieren sich mit dem etablierten Transfer von zytotoxischen T-Lymphozyten 
kombinieren lassen und zu einer Reduktion der Metastasierungsrate führen.  
Die Analyse der B16-Tumorzellen mittels FACS und Genarray ergab, dass diese als einzig 
relevanten Adhäsionsrezeptor das Integrin CD29/CD51 exprimieren. Mit diesem ist 
allerdings eine direkte Adhäsion an das Lungenendothel unwahrscheinlich. Vielmehr 
werden Brückenmoleküle wie Fibrinogen, Vitronectin oder Fibronectin für die Adhäsion 
benötigt. Von diesen erscheinen die Plasmaproteine Fibrinogen und Fibronectin als 
wahrscheinliche Kandidaten. Des Weiteren zeigte die Analyse, dass die B16-Tumorzellen 
den F3 (Tissue Factor) sehr hoch exprimieren. Funktionelle Untersuchungen (PCA Aktivität) 
konnten dann zeigen, dass die Tumorzellen die Gerinnung aktivieren und Fibrinogen 
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binden können (Inkubation mit Alexa-Fibrinogen). Daneben binden sie auf diesem Weg 
auch Thrombozyten über deren gpIIb/IIIa Rezeptor.   
Sowohl die Gerinnungsaktivierung als auch die Thrombozytenbindung stellen wichtige 
Schutzmechanismen vor dem Scherstress und vor der Immunabwehr dar. Um dies zu 
überprüfen untersuchten wir die Wirkung eines gpIIb/IIIa Inhibitors und kombinierten dies 
mit dem Transfer von ex-vivo induzierten, Melanom-spezifischen zytotoxischen T-
Lymphozyten.  
Die alleinige Blockade des Plättchenadhäsionsrezeptor gpIIb/IIIa führte im Untersuchungs-
zeitraum zu einer signifikanten Reduktion der Metastasen in der Lunge. Dieses 
Therapieprotokoll wurde dann mit dem Transfer von zytotoxischen T-Zellen kombiniert. Die 
alleinige Gabe dieser therapeutischen T-Zellen war sehr erfolgreich (komplette Heilung der 
behandelten Tiere), wenn diese bis maximal drei Tage nach Tumorgabe verabreicht 
wurden. Es entwickelten sich jedoch Metastasen, wenn die therapeutischen Zellen nur ein 
Tag später injiziert wurden. Durch die Kombination mit der IIb/IIIa-Blockade konnte dieses 
therapeutische Fenster erweitert werden. Mit 4 Tagen Abstand konnte eine komplette 
Wirkung der Immuntherapie festgestellt werden aber auch mit 5 oder 6 Tagen war noch 
eine additive Wirkung nachweisbar. 
Was bewirkte nun die gpIIb/IIIa Blockade vor Ort und wie unterstützt sie die Wirkung der 
CTLs? Pharmakologisch bewirkt die gpIIb/IIIa Blockade eine Reduktion der Plättchen-
adhäsion und Aktivierung. Als Beleg dafür fanden wir im Plasma der gpIIb/IIIa behandelten 
Tiere zu ausgewählten Zeitpunkten eine Reduktion von TGF-β und VEGF-a. Beide Faktoren 
können von Plättchen sezerniert werden und weisen auf eine geringere Plättchen-
aktivierung hin. VEGF-a kann dabei die Permeabilität der Endothelien erhöhen und so die 
Emigration von Tumorzellen erleichtern.  Gleichzeitig gibt es Berichte, die auf die Rolle des 
VEGF-a bei der Bildung der metastatischen Nische hinweisen. Der Anstieg von TNF-α im 
Plasma signalisierte, dass in derselben Gruppe die Immunabwehr (z.B. Mono-
zyten/Makrophagen) stärker stimuliert wurde. Damit werden vermutlich mehr Tumorzellen 
zerstört.  
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Bei der Analyse der lokalen Genexpression in der Lunge zeigte sich allerdings, dass 
zumindest in den ersten Tagen das Marker-Gen für Tumorzellen (Pmel) bei der mit 
gpIIb/IIIa-Blockade therapierten Gruppe höher lag als bei den Kontrollen. Dies kann damit 
erklärt werden, dass bei der therapierten Gruppe die Tumorzellen zu Beginn vermehrt als 
Einzelzellen auftreten und gleichmäßiger in der Organprobe verteilt sind, während sie bei 
den Kontrollen als Zell-Zell und Zell-Thrombozyten Aggregate vorliegen. Der Therapie-
effekt kann dann damit erklärt werden, dass diese im Gegensatz zu den Aggregaten in der 
Kontrollgruppe besser für Scherstress und das Immunsystem zugänglich sind. Als Hinweis 
auf die verstärkte Immunreaktion vor Ort fanden wir mittles PCR eine höhere Expression  
von CD8 und Perforin als Zeichen für CTLs sowie des NK-Markers Nkg2d. Wir vermuten, 
dass hierdurch die zusätzliche Gabe eines gpIIb/IIIa-Inhibitors auch den Erfolg einer T-Zell-
basierten Therapie in der Maus verbessert.  
Ausgehend von dieser Beobachtung kann man folgern, dass eine Kombination der 
zellulären Immuntherapie mit einem gpIIb/IIIa-Blocker eine interessante Therapieoption 
darstellt, die in klinischen Studien untersucht werden sollte.  
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VI. ABKÜRZUNGEN 
 
 
12(S)-HETE = 12(S)-HydroxyEicosaTetraEnoic acid, ein Lipooxygenasenmetabolit von 
Arachidonsäure 
AMC = 7-Amino-4-Methyl-Coumarin  
anti-CD3 = Antikörper gegen den Rezeptor CD3  
B16D5 = Melanomzelllinie 
bEND3 = brain endothelial, Endothelzelllinie der Maus 
BM-PC = Bone Marrow Progenitor Cells 
C57 = Mauslinie 
CD51 = ItgaV, Integrin alpha V 
CD106 = Vcam1, Vascular cell adhesion molecule 1 
CD11b = ItgaM, Integrin alpha M 
CD162 = Selpl, Selectin, platelet (p-selectin) ligand 
CD18 =  Itgb2, Integrin beta 2 
CD29 = Itgb1, Integrin beta 1 
CD31 = Pecam1, Platelet/endothelial cell adhesion   
CD36 = Glykoprotein IIIb (gpIIIb)  
CD41 = ItgIIb, Integrin alpha IIb 
CD49d =  Itga4, Integrin alpha 4  
CD54 =  Icam, Intercellular adhesion molecule 
CD61 =  Itgb3, Integrin beta 3 
CD62E = Sele, Selectin, endothelial cells 
CD62L = Sell, Selectin lymphocyte  
CD62P = Selp, Selectin, platelet  
CD8 = Protein der Zellmembran von zytotoxischen T-Zellen 
cDNA-Synthese = complementary DNA 
CFDA-SE = Carboxyfluorescein-diazetat-Succinimidylester  
CFSE = carboxy-fluorescein diacetate succinimidyl ester 
cGy = centi-Gray 
CM = complete medium 
CTL = cytotoxic T-Lymphocyte = zytotoxische T-Lymphozt 
CVT = Chemotherapie-Schema 
CXCL12 = CXC-Motiv-Chemokin 12, auch stromal cell-derived factor 1 (Sdf-1) 
CXCR4 = CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4, auch Stromal cell-derived factor 1 receptor 
D5-G6 = Stamm der B16D5 Melanomzellen die GMCSF sezernieren 
d = dies = Tag 
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dNTP-Mix = vorbereitete Lösung, die Natriumsalze von dATP, dCTP, dGTP and dTTP, 
10mM in Wasswer enthält. 
EDTA = Ethylendiamin-tetraacetat 
ELISA = enzyme-linked immuno sorbent assay 
EMD 122 347 = Gantofiban, IIb/IIIa Inhibitor 
EPC = Endothelial Progenitor Cell 
E/-T-Verhältnis = Verhältnis Effektor Zellen zu Targetzellen, in dieser Arbeit das 
numerische Verhältnis zwischen transferierten T-Lymphozyten und zu eliminierenden 
Tumorzellen. 
F3 = Tissue factor 
FACS = fluorescence activated cell sorting 
Fas-Ligand = FasL oder CD95L,  Typ-II Transmembranprotein das der TNF-Familie gehört 
und eine Rolle in der Apoptose spielt. 
FBS = Fetal Bovine Serum 
FGF = Fibroblast Growth Factor 
FITC = Fluoresceinisothiocyanat  
GM-CSF = granulocyte monocyte colony stimulierender Faktor 
gpIIb/IIIa = Glykoprotein IIb/IIIa oder CD41/61, Aggregationsrezeptor der Thrombozyten 
GrzA = Granzym A und B 
HBD = Chemotherapie-Schema 
HPC = hämatopoietic Progenitor Cells 
IC50 = mittlere Inhibitorische Konzentration 
Icam1 = intercellular adhesion molecule – CD54 
IFN-α = Interferon alpha 
IFN-γ = Interferon gamma 
IL-10 = Interleukin 10 
IL-2 = Interleukin 2 
ItgaIIb = Integrin alpha IIb, CD 41 
Itga4 = Integrin alpha 4, CD49d 
ItgaM = Integrin alpha M, CD 11b 
ItgaV = Integrin alpha V,  CD 51 
Itgb1 = Integrin beta 1, CD 29 
Itgb2 = Integrin beta 2, CD 18 
Itgb3 =Integrin beta 3,  CD 61 
Itgb6 = Integrin beta 6 
KG = Körpergewicht 
KO = Körperoberfläche  
L1 cam = L1 adhesion molecule 
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LAK = Lymphokin-aktivierte Killerzellen  
ME = Mercaptoethanol 
M-MLV Reverse Transkriptase = Moloney Murine Leukemia Virus eine rekombinante 
DANN-Polymerase für die cDNA-Synthese 
Nf-E2 = nuclear factor (erythroid-derived 2) 
Nkg2d = aktivierender Rezeptor der humanen Natürlichen Killer (NK) Zellen 
NK-Zellen = Natural Killer Zelle 
PBS = physiologic buffer solution 
PCA = prokoagulatorische Aktivität 
PCR = Polymerasen-Ketten-reaktion  
Pdgf = Platelet Derived Growth Factor 
Pecam1 = Platelet/endothelal cell adhesion mol – CD31 
Pfn = Perforin 
Pmel 17 = ein spezifisches Melanomantigen 
RGD-Sequenz = Arginin-Glycin-Aspartat 
RLU = relative light units 
RPMI = Zellkulturmedium, das am Roswell Park Memorial Institute in den 1960er Jahren 
entwickelt wurde.  
RT-PCR = Real-Time-quantitative-PCR oder quantitative Echtzeit-PCR. Zusätzlich zu der 
normalen Polymerasen-Ketten-Reaktion ermöglicht die Quantifizierung der gewonnenen 
DNA ermöglicht. 
Sdf1 = stromal cell-derived factor 1 auch CXCL12 
Sele = Selektin endothelial cells, CD62E 
Sell = Selectin lymphocyte, CD62L 
Selp = Selectin platelet, CD 62P 
Selpl = Selektin platelet ligand, CD162 
Tf = Tissue Factor, T3 
TGF-β = T growth factor beta 
TIL = Tumor-Infiltrierende Zellen  
TMZ = Chemotherapie 
TNF-α = Tumor Nekrose Factor alpha 
TRAP = thrombin receptor-activating peptide 
Vcam1 = vascular cell adhesion molecule 1, CD 106 
VEGF = Vascular Endothelial Growth Factor 
VEGFr = VEGF Rezeptor 
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